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Résumé: 

 
L’étude structurale et dynamique de complexes protéine-protéine et protéine-ligand est 

très importante pour comprendre et élucider la fonction d’une protéine. Au cours de cette 

thèse, nous avons étudié deux protéines par RMN : la créatine kinase musculaire (CK-MM) et 

le domaine UIM-SH3 de la protéine STAM2, seuls ou en interaction avec leurs partenaires. 

La CK-MM est une enzyme active sous forme dimérique. Elle appartient à la famille 

des guanidino-kinases et intervient dans le processus énergétique de la cellule en catalysant la 

conversion de la créatine en phosphocréatine en présence de MgATP. Le but de l’étude était 

d’élucider le mode de fonctionnement de la CK-MM. Pour cela, nous avons enregistré des 

expériences de relaxation R1, R2 et des expériences de perturbation de déplacement chimique 

sur la CK-MM libre et complexée avec MgADP et avec un complexe ternaire inhibiteur 

MgADP-créatine-nitrate. Ces expériences montrent que la boucle 320s, spécifique à la 

reconnaissance des substrats, possède une dynamique rapide (de l’ordre de la nano-

picoseconde) en absence de substrats et une dynamique ralentie en présence de substrats. La 

fixation des substrats dans les sites actifs de la CK-MM induit des modifications 

conformationelles importantes.  

La protéine STAM2 est composée de deux domaines d’interaction à l’ubiquitine VHS, 

et UIM et d’un domaine SH3 connu pour interagir avec des déubiquitinases UBPY et AMSH. 

Cette protéine est  impliquée dans la voie de dégradation lysosomale. L’objectif de cette étude 

est la caractérisation du complexe SH3/ubiquitine. Pour cela, nous avons enregistré des 

expériences de perturbation de déplacement chimique et de relaxation R1, R2 et nOes sur le 

complexe UIM-SH3/ubiquitine. Ces expériences mettent en évidence que les domaines UIM 

et SH3 sont capables d’interagir chacun avec une ubiquitine. L’interface entre les UBDs et 

l’ubiquitine implique majoritairement des résidus hydrophobes et conservés. L’affinité de ces 

domaines pour l’ubiquitine est de l’ordre de la centaine de micromolaire. Afin de mieux 

caractériser le complexe UIM-SH3/ubiquitine nous avons enregistré des expériences de 

compétition entre un peptide dérivé d’UBPY et l’ubiquitine sur le domaine SH3. Le peptide 

d’UBPY et l’ubiquitine interagissent sur la même surface du domaine SH3. Ces expériences 

mettent en évidence que le peptide UBPY est plus affine pour le domaine SH3 que 

l’ubiquitine. L’ensemble des ces résultats permettent de comprendre la fonction et la 

régulation de la protéine STAM2. 

Mots clés : Interaction protéine-protéine et protéine-ligands par RMN, créatine kinase, 
TSAC, UIM-SH3, STAM2, ubiquitine, UBPY. 
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Abstract: 

 

The structural and dynamical study of protein-protein and protein-ligand interactions 

is very important to understand and elucidate the function of a protein. In this thesis, we study 

two proteins by NMR: the muscular creatine kinase (CK-MM) and the SH3 domain of 

STAM2 protein, in the free and complexed forms. 

CK-MM is an active homodimeric enzyme which belongs to the guanidino-

phosphagen-kinase family. This enzyme is involved in energetic process in the cell in 

catalyzing the conversion of creatine into phosphocreatine in the presence of MgATP. The 

aim of this study is to elucidate the functional mode of the CK-MM. For this purpose, we 

measured R1 and R2 relaxation rates and chemical shit perturbation experiments on the 

substrate-free CK-MM, the CK-MM/MgADP complex, and the inhibitory ternary complex 

CK-MM/MgADP-creatine-nitrate. The experiments show that the loop 320s, specific 

recognition of the substrates, possesses a fast dynamic in absence of substrates (in the order of 

nano-picosecond) and a slower dynamic in presence of creatine-MgADP-nitrate ion. The 

binding of the substrate in the two active sites induces of significant conformational 

modification of the CK-MM.  

STAM2 protein consists in two ubiquitin binding domains (VHS and UIM) and a SH3 

domain which interacts with deubiquinating enzymes AMSH and UBPY. This protein is 

involved in the lysosomal degradation pathway. The aim of this study is the characterization 

of the interaction between SH3 domain of STAM2 and ubiquitin. For this, we recorded the R1, 

R2, nOes relaxation experiments and chemical shift perturbation experiments on the UIM-

SH3/ubiquitin complex. These experiments show that SH3 and UIM domains interact each 

with a single ubiquitin.  The interface between these UBDs and ubiquitin, involves mainly 

hydrophobic and conserved amino-acids. The affinity of UBDs (UIM and SH3 domains) for 

ubiquitin is of hundred micromolars order. For further characterization of the UIM-

SH3/ubiquitin complex, we recorded competition experiments between UBPY peptide and 

single ubiquitin on SH3 domain. The UBPY peptide and ubiquitin interact with SH3 domain 

on the same surface. These experiments indicate that the UBPY peptide is more affine than 

ubiquitin.  All of the results improve the knowledge about the function and regulation of the 

protein STAM2. 

 

Key words : protein-protein and protein-ligands interaction by NMR, creatine kinase, TSAC, 
UIM-SH3, STAM2, ubiquitin, UBPY. 
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Introduction générale 

 
Les protéines assurent une grande majorité des fonctions cellulaires et sont essentielles à 

la vie d’un organisme complexe ou d’une simple cellule (procaryote ou eucaryote). Les 

protéines peuvent être classées selon leurs fonctions (1, 2):  

- Les protéines de structure : elles assurent le maintien de l’intégrité structurale dans 

l’espace par le biais du cytosquelette (actine) et la protection contre le milieu extérieur. 

- Les protéines de transport : elles assurent le transport des différentes molécules telles 

que l’oxygène (hémoglobine) et les ions métalliques (pompes ioniques et canaux ioniques). 

- Les enzymes : elles peuvent catalyser des réactions chimiques du métabolisme telles 

que la glycolyse, le cycle de l’urée, etc. D’autres peuvent catalyser des modifications post 

traductionnelles des protéines telles que l’ubiquitination ou la phosphorylation.  

- Les protéines de signalisation : elles assurent la reconnaissance, l’analyse et la réponse 

de la cellule face à un stimulus extérieur ou à une information qu’elle reçoit au sein d’un 

organisme. Elles reconnaissent spécifiquement des modifications de l’environnement 

extérieur comme la température, la pression, mais peuvent aussi interagir avec des 

molécules comme les hormones, les neuromédiateurs, les facteurs de croissance, etc. Ces 

protéines sont localisées soit à la surface cellulaire, soit dans le cytoplasme ou sur d’autres 

cellules appelées ‘cellules cibles’.  

- Les protéines de régulation : elles assurent un rôle dans la régulation de la compaction 

de l’ADN (histone) ou l’expression des gènes via les facteurs de transcription.  

 

 Une protéine est souvent impliquée dans des complexes protéiques ou dans des 

interactions avec de petites molécules telles que les hormones, les facteurs de croissance, ou 

les substrats dans le cas d’une enzyme. Ces interactions biomoléculaires sont responsables de 

la régulation de la fonction, de la localisation cellulaire de la protéine, et de sa dégradation si 

elle est rendue non fonctionnelle. Les interactions biomoléculaires peuvent être stables 

(matrice extracellulaire), transitoires (anticorps-antigène) ou facilitées par des domaines de 

reconnaissance protéique tels que SH2 (3), SH3 (4, 5) ou PDZ (6).  

 

Afin de comprendre la fonction d’une protéine, il est nécessaire d’étudier la structure 

tridimensionnelle et la dynamique de la protéine seule et en interaction avec ses partenaires. 

Pour cela, il existe plusieurs méthodes d’investigations (7, 8) : 
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- Les méthodes biophysiques : elles permettent d’obtenir des informations structurales 

et dynamiques sur les interactions biomoléculaires. La taille du complexe peut être 

déterminée par centrifugation analytique. Son affinité peut être obtenue par plusieurs 

techniques comme : la fluorescence, la résonance plasmonique de surface (SPR) et la 

calorimétrie (ITC). Sa dynamique peut être étudiée par plusieurs méthodes telles que des 

expériences d’échange isotopique 1H/2H couplées à la spectrométrie de masse (μs à la ms). 

- Les méthodes physiques : la cristallographie et la RMN permettent d’obtenir une 

caractérisation des interactions biomoléculaires à l’échelle atomique.  

 

La résonance magnétique nucléaire a été la principale technique utilisée ici pour 

l’étude de deux interactions biomoléculaires : protéine - ligand et protéine - protéine. Cette 

technique a été choisie car elle présente de nombreux avantages tels que : la résolution 

atomique, l’étude dans des conditions non destructrices pour l’échantillon et dans des 

conditions proches de l’environnement physiologique (liquide). Elle permet également une 

étude complète d’un complexe biomoléculaire grâce à une combinaison d’expériences qui 

permettent la caractérisation des sites d’interaction et l’étude structurale et dynamique (à 

différentes échelles de temps expérimentales). En effet, l’expérience de perturbation de 

déplacement chimique (CSP : Chemical Shift Perturbation) permet de caractériser dans 

certains cas les sites d’interaction en identifiant les résidus impliqués dans l’interaction et en 

déduire la constante de dissociation du complexe. Pour étudier la dynamique (9, 10), des 

expériences de relaxation R1, R2 et nOes permettent de visualiser des mouvements rapides de 

l’ordre de la ps – ns. Des expériences de types CPMG ou la mesure des couplages dipolaires 

résiduels (RDC) permettent de caractériser des mouvements plus lents (ms à μs) (11). La 

structure du complexe peut être modélisée à partir des contraintes de distances et d’orientation 

obtenues à partir des expériences de paramagnétisme, de nOes et des mesures de RDC.  

 

Dans ce manuscrit, le premier chapitre est consacré à l’étude de l’interaction de la 

créatine kinase musculaire (CK-MM) avec ses substrats, notamment le complexe inhibiteur : 

créatine-nitrate-MgADP. Nous réaliserons également une étude des modifications 

dynamiques induites par la fixation de ces substrats. La CK-MM est une enzyme homo-

dimèrique qui intervient dans le métabolisme énergétique de la cellule. L’étude dynamique de 

cette enzyme en présence de ses ligands apporte des éléments complémentaires à ceux 

existant pour une meilleure compréhension de son mécanisme fonctionnel.  
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Dans le second chapitre, nous étudions l’interaction entre deux protéines, le domaine 

UIM-SH3 d’une protéine modulaire STAM2 et l’ubiquitine. Ces deux protéines jouent un rôle 

essentiel dans la voie de dégradation lysosomale. STAM2 est capable de reconnaître les 

récepteurs membranaires destinés à la dégradation grâce à leur modification post-

traductionnelle : l’ubiquitination. Sa fonction peut être modulée par l’interaction de différents 

partenaires tels que les protéines UBPY et AMSH. L’étude de ces différentes interactions 

permettra d’approfondir nos connaissances sur la fonction de la protéine STAM2 et plus 

précisément sur celle de son domaine SH3. 
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                    Chapitre I : La Créatine Kinase (CK) 

I. Contexte biologique et biochimique 

 

I.1. Base de connaissance actuelle de la créatine kinase 

 
Tous les processus permettant la croissance et le fonctionnement cellulaires 

nécessitent un apport d’énergie. L’adénosine triphosphate (ATP) constitue la réserve 

d’énergie universelle dans le monde vivant. Dans les tissus excitables tels que les muscles 

squelettique et cardiaque, la concentration d’ATP est relativement faible (3 à 5mM). Elle 

permet de répondre à une augmentation de l’activité cellulaire durant seulement quelques 

secondes. Pourtant, lors de l’activation des cellules pour lesquelles la demande en énergie est 

fluctuante et importante, aucune baisse immédiate de la concentration en ATP n’est observée 

indiquant l’existence d’une autre forme de réserve énergétique. De fortes quantités de 

phosphagènes sont accumulées dans ces cellules ou tissus excitables (jusqu’à 40mM dans les 

muscles squelettiques). Ce sont des réservoirs de "phosphate à haute énergie" qui, grâce aux 

guanidino-phosphagènes kinases, permettent de maintenir constants par interconversion les 

niveaux d’ATP intracellulaire. Ces enzymes (GdnK EC 2.7.3.X) catalysent le transfert 

réversible du groupement -phosphate de l’ATP vers l’accepteur guanidilique générant de 

l’ADP et le phosphagène correspondant (Pgdn) selon la réaction suivante: 

 

Mg-ATP
2-

+ composé guanidilique åå Mg-ADP
-
 + phosphagène   (1) 

 

Neuf phosphagènes ont été identifiés dans plusieurs espèces animales. Ce sont tous 

des dérivés guanidiliques qui se différencient par leurs substituants. A chacun des 

phosphagènes correspond une phosphotransférase (Figure1).  

 

L’enzyme étudiée dans ce premier chapitre est la créatine kinase (CK). Elle a été 

découverte en 1928 par Eggleton (1), puis caractérisée pour la première fois en 1934 par 

Lohman (2). Le composé guanidilique utilisé par la créatine kinase est présent uniquement 

chez les vertébrés, il s’agit de la créatine. Toutefois, la CK est aussi présente chez certains 

invertébrés incluant les spongiaires (éponges). Il existe cinq isoenzymes de la créatine kinase : 

trois sont localisées dans le cytoplasme et deux dans les mitochondries. 
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Figure 1 : Récapitulatif des neuf "précurseurs de phosphagènes" naturels. Le nom de chaque 
composé guanidilique est écrit en bleu et ceux des guanidino- kinases (phosphotransférases) 
associées sont en rouge. 
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I.1.1.  Les isoenzymes de la créatine kinase 

 

I.1.1.1. Les isoenzymes cytoplasmiques 

 

Ces isoenzymes existent exclusivement sous forme dimérique et se caractérisent par 

leurs sous-unités M et B (3). Chez l’homme, ces sous-unités sont codées par deux gènes 

distincts localisés sur les chromosomes 19 et 14, respectivement (4, 5). Les sous-unités M et 

B s’associent pour former trois types d’isoenzymes: 

 - CK-MM présente dans les cellules musculaires ; cette isoenzyme a été purifiée pour 

la première fois en 1954 à partir de muscle de lapin (6). 

 - CK-BB présente dans les tissus nerveux et du cerveau. 

 - CK-MB présente en petite quantité dans les cellules cardiaques, les poumons et 

l’estomac (7). Cet hétéro-dimère peut être obtenu artificiellement par dénaturation et 

renaturation d’un mélange de dimère CK-MM et CK-BB (8, 9). 

 

Bien qu’elles soient dimèriques et qu’elles aient la même masse moléculaire (entre 42 

et 43 kDa pour un monomère selon l’espèce et les isoformes), les CK cytosoliques peuvent 

facilement être séparées par électrophorèse en condition non dénaturantes grâce à leur point 

isoélectrique différent. Le point isoélectrique (pI) de la CK-MM et CK-BB varie de 7,2 à 7,8, 

et 5,2 à 5,6 respectivement, selon les espèces. Cette différence est due principalement aux 14 

lysines supplémentaires de la sous-unité M. Le pI de l’hybride CK-MB à une valeur 

intermédiaire. 

 

I.1.1.2. Les isoenzymes mitochondriales 

  

Dans le génome humain, les deux isoenzymes mitochondriales (CKmt) sont codées 

par deux gènes distincts localisés sur le chromosome 5 pour l’isoforme sarcomérique (sCKmt) 

(10) et sur le chromosome 15 pour l’isoforme ubiquitaire (uCKmt) (11). Cette dernière est 

exprimée principalement dans le rein, le placenta, les intestins et le cerveau, alors que la 

sCKmt est localisée dans le myocarde, et les muscles squelettiques (12, 13). La uCKmt 

diffère de la sCKmt par 10 à 30 résidus N-terminaux. Il existe deux formes stables 

interconvertibles actives, une forme dimérique et une forme octamérique. 
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Les isoenzymes mitochondriales sont synthétisées dans le cytosol sous forme de 

précurseur avec un peptide de transit à l’extremité N-terminale clivable. Il permet l’adressage 

vers l’espace inter-membranaire des mitochondries (14, 15) où les dimères ou octamères sont 

formés. Les formes mitochondriales sont toujours co-exprimées avec des formes cytosoliques, 

la CK-mt sarcomérique avec la CK-MM et la CK-mt ubiquitaire avec la CK-BB.  

 

I.1.1.3. Homologie de séquence des isoenzymes de la créatine 
kinase 

 

Un monomère de créatine kinase est constitué de 381 acides aminés. Des travaux 

comparatifs de séquence ont permis de mettre en évidence une grande homologie au sein des 

isoenzymes de la CK : 

- de 77 à 82 % entre la CK-MM et la CK-BB selon les espèces, 

- de 82 à 84 % entre les CK-mt sarcomérique et ubiquitaire, 

- de 60 à 65% entre les isoformes cytosoliques et mitochondriales. 

 

La comparaison de séquence entre la CK et d’autres guanidino kinases montre une 

homologie plus faible. Par exemple, entre l’arginine kinase et la CK il y a environ 38 à 44 % 

d’homologie. Néanmoins, 48 résidus sont conservés dans toutes les phosphagènes kinases 

dont certains résidus clefs. L’alignement des séquences protéiques des différentes isoenzymes 

de la CK met en évidence six régions de forte similitude séparées par sept régions moins 

conservées, notamment dans les régions N et C- terminales (16) (Figure 2). Les régions 

conservées sont impliquées essentiellement dans les fonctions catalytiques et dans la zone de 

contact monomère- monomère.  
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Figure 2 : Alignement de séquences entre les isoenzymes de la CK chez l’homme, par 

ClustalW. Les six régions fortement conservées chez les isoformes de la créatine kinase sont 
surlignées en gris. Les séquences d’acides aminés sont collectées depuis la base de données 
UniProt : sCKmt humaine (P17540), uCKmt humaine (P12532), CK-BB humaine (P12277), 
CK-MM humaine (P06732). Les 40 premiers résidus impliqués dans la maturation des 
isoformes mitochondriales ont été supprimés. 
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I.1.1.4. La navette phosphocréatine : "phosphocreatine shuttle"

 

Le système créatine kinase/phosphocréatine forme un réseau de distribution d’énergie 

cellulaire complexe, appelé navette phosphocréatine, connectant les sites intracellulaires de 

production d’ATP (mitochondrie et glycolyse) avec les sites de consommation d’ATP 

(ATPase) (9) (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Schéma de la navette phosphocréatine (issue de (17)) .  
 
 Ce système permet à la fois la régulation temporelle et la distribution spatiale de 

l’énergie disponible. En effet, dans l’espace intermembranaire des mitochondries, la CK 

mitochondriale utilise l’ATP produit dans la matrice mitochondriale par les phosphorylations 

oxydatives. L’ATP est alors exporté dans l’espace intermembranaire grâce au translocateur 

des nucléotides adényliques (ANT) situé dans la membrane interne. La créatine kinase 

mitochondriale, localisée dans l’espace intermembranaire, catalyse le transfert du groupement 

 phosphate de l’ATP vers la créatine. La phosphocreatine (PCr) ainsi formée, plus petite 

que l’ATP, quitte alors la mitochondrie par diffusion à travers les porines. Ainsi la 

phosphocréatine véhicule "la liaison riche en énergie" jusqu’aux sites utilisateurs où la 

régénération de l’ATP est alors rendue possible par les CK cytosoliques. La créatine alors 

libérée peut rediffuser jusqu’à la mitochondrie, bouclant ainsi le circuit (9). Les isoformes 
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cytosoliques, solubles ou associées à des structures submembranaires, utilisent la PCr pour 

régénérer l’ATP au niveau des sites très demandeurs en énergie comme la myosine ATPase 

(9). 

 

Le système CK/PCr permettrait de maintenir localement un rapport ATP/ADP idéal 

pour sa fonction biologique (18). En effet, les CK cytosoliques maintiennent un rapport 

ATP/ADP élevé au niveau des sites subcellulaires où la CK est fonctionnellement couplée 

aux processus ou aux enzymes consommant l’ATP (ATPase par exemple), ce qui augmente 

l’efficacité de l’hydrolyse de l’ATP. Inversement, les CK mitochondriales maintiennent un 

rapport ATP/ADP faible (par l’intermédiaire d’une concentration en ADP élevée) au niveau 

des sites produisant l’énergie. Dans ces sites, l’enzyme est couplée aux systèmes régénérant 

l’ATP provenant de la phosphorylation oxydative et à ceux transportant l’ATP c’est-à-dire les 

translocateurs des nucléotides adényliques (19). Ce rapport stimule efficacement la 

phosphorylation oxydative mitochondriale et minimise l’énergie libre requise pour la synthèse 

de l’ATP.  

   

Un dysfonctionnement de cette navette conduit à des pathologies neurodégénératives, 

cardiaques, musculaires, ou encore des troubles neurologiques (20). Chez les patients atteints 

d’Alzheimer, on observe une diminution de l’activité de la créatine kinase qui peut être à 

l’origine d’une diminution de la concentration en ATP (21). Le point commun des maladies 

(neuro)musculaires1 est une diminution de la concentration en Cr, PCr et ATP dans les tissus 

musculaires et d’une augmentation importante de CK-MM et CK-MB dans le sérum (22, 23). 

Dans le cadre de la myopathie de Duchenne2, il a été démontré que l’absorption orale de 

créatine améliore le statut énergétique des neurones et des cellules musculaires (24). En effet, 

l’apport de créatine permet la normalisation du taux de calcium dans les cellules musculaires 

soumises à un stress osmotique chez les souris dystrophiques mdx (25). En parallèle une 

augmentation de la survie cellulaire est observée. 

                                                 
 
1 Exemples de maladies musculaires : myopathie de Duchenne (DMD), myopathie de Becker 

(BMD), myopathies diabétique et mitochondriale. 
2 DMD se caractérise par une décharge énergétique et par une accumulation de calcium qui 

induit l’apoptose. 
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Les isoenzymes de la CK sont utilisées en diagnostic clinique comme indicateurs de 

nombreuses anomalies physiologiques3, mais aussi comme des sondes biologiques pour le 

dépistage d’un cancer ou le suivi de son évolution (26). Le mécanisme de cancérisation 

entraîne une dérégulation des gènes de la CK, une modification de la répartition de l’énergie 

et la surexpression des CK dans les cellules malignes. Une relation directe entre la croissance 

d’une cellule tumorale et l’expression de la CK-BB a été suggérée. L’oncogène E1a induit 

une surexpression de la CK-BB alors que la protéine p53 régule positivement celle de la CK-

MM (27, 28). 

 

De nombreuses études indiquent que les analogues de créatine peuvent être utilisés 

comme molécules anticancéreuses. Ainsi l’inactivation des isoenzymes de la CK pourrait 

constituer une approche thérapeutique intéressante en parallèle des traitements conventionnels 

dans le cadre d’un cancer. Au laboratoire, Anne-Sophie Bretonnet a mené des études de 

synthèse d’inhibiteurs de la CK-MM et, par la méthode des fragments, a permis de définir un 

inhibiteur qui possède une constante de dissociation de 150 μM (29). 

 

I.1.2. Le mécanisme enzymatique de la CK. 

 

I.1.2.1. La catalyse enzymatique 

 

La créatine kinase (EC. 2.7.3.2) est une enzyme qui catalyse la réaction réversible 

suivante: 

 

 

Le pH optimum de l’enzyme est compris entre 7,5 et 9 dans le sens de la formation de 

PCr (sens 1) ; et entre 6 et 7 dans le sens de la synthèse d’ATP (sens 2) (15). Des expériences 

                                                 
 
3 En effet, la mesure du taux de CK-MM et CK-MB  permet respectivement le diagnostic  de 

lésions musculaires et de l’infarctus du myocarde.  
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cinétiques sur la CK musculaire de lapin (rm-CK) ont permis de mettre en avant les 

mécanismes réactionnels de l’enzyme. 

 

A un pH supérieur ou égal à 8 (Figure 4), la réaction est en équilibre rapide et suit un 

mécanisme séquentiel bimoléculaire aléatoire (30). L’étape limitante est due à la vitesse de 

transfert du groupement phosphoryle (31). 

 

 

Figure 4 : Schéma du mécanisme réactionnel de la créatine kinase à un pH > 8. Km et Kd 
représentent respectivement les constantes de dissociation pour les complexes ternaires 
(E.MgATP.Cr ou E.MgADP.PCr) et binaires (E.MgATP ou E.MgADP ou E.PCr). 
 
 

A un pH inférieur ou égal à 7 (Figure 5), la situation est plus complexe (32). La rm-

CK suit un mécanisme aléatoire dans le sens 2 et un mécanisme séquentiel ordonné dans le 

sens 1 avec la fixation de l’ATP puis de la créatine. 

 

 

Figure 5 : Schéma du mécanisme réactionnel de la créatine kinase à un pH < 7. Km et Kd 
représentent respectivement les constantes de dissociation pour les complexes ternaires 
(E.MgATP.Cr ou E.MgADP.PCr) et binaires (E.MgATP ou E.MgADP ou E.PCr). 

 

I.1.2.2. Les constantes d’affinités 

 

Les mesures de constantes cinétiques dépendent fortement des méthodes utilisées, 

des espèces étudiées, de la pureté de l’enzyme, du tampon, de la température et du pH. 

Les tableaux 1 et 2 présentent les constantes cinétiques de quatre isoenzymes humaines de 
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la CK dans le sens de la production d’ATP (sens 2) et de PCr (sens 1) (33).  

 CK-MM  CK-BB  CKmt 

ubiquitaire  

CKmt  

Sarcomérique 

kcat (min-1) 9,21 × 103 12,9 × 103 3,1 × 103 4,5 × 103 

Kd Cr (mM) 14,6 ± 1,2 6,0 ± 0,3 45,8 ± 11,2 43,9 ± 14,9 

Km Cr (mM) 9,5 ± 0,59 4,9 ± 0,4 1,01 ± 0,13 7,31 ± 1,27 

Km/Kd Cr 0,65 0,82  0,022 0,17 

kcat/ Km Cr (mM-1/min-1) 9,7 × 102 2,6 × 103 3,1 × 103 6,2 × 102 

Kd MgATP (mM) 1,2 ± 0,11 0,99 ± 0,3 4,04 ± 1,33 4,06 ± 0,78 

Km MgATP (mM) 0,89 ± 0,16 0,81 ± 0,10 0,11 ± 0,02 0,68 ± 0,21 

Km/Kd MgATP 0,74 0,82 0,0024 0,17 

kcat/ Km MgATP (mM-1/min-1) 1,0 × 104 1,6 × 104 2,8 × 104 6,6 × 103 

Tableau 1 : Constantes cinétiques de quatre isoenzymes de la créatine kinase chez l’homme, 

dans le sens de la synthèse de phosphocréatine (sens 1) (33). Le pH de la réaction est de 9 
pour les CK cytosoliques (CK-MM et CK-BB), et de 8 pour les isoenzymes mitochondriales : 
CKmt. Km et Kd représentent respectivement les constantes de dissociation pour les complexes 
ternaires (E.MgATP.Cr ou E.MgADP.PCr) et binaires (E.MgATP ou E.MgADP ou E.PCr). 
 

 CK-MM CK-BB CKmt 

ubiquitaire 

CKmt 

Sarcomérique 

kcat (min-1) 2,9 × 104 2,1 × 104 4,7 × 103 5,4 × 103 

Kd PCr (mM) 3,7 ± 1,0 0,22 ± 0,05 0,92 ± 0,13 2,87 ± 0,68 

Km PCr (mM) 1,33 ± 0,14 0,51 ± 0,06 0,55 ± 0,03 1,16 ± 0,14 

Km/Kd PCr 0,36  2,32  0,60  0,40  

kcat/ Km PCr (mM-1/min-1) 2,2 × 104 4,1 × 104 8,6 × 103 4,7 × 103 

Kd MgADP (mM) 0,07 ± 0,013 0,02 ± 0,002 0,22 ± 0,03 0,38 ± 0,09 

Km MgADP (mM) 0,03 ± 0,005 0,04 ± 0,002 0,13 ± 0,01 0,15 ± 0,02 

Km/Kd MgADP 0,43  2 0,59 0,39 

kcat/ Km MgADP(mM-1/min-1) 1,1 × 106 5,3 × 105 3,6 × 104 3,6 × 104 

Tableau 2: Constantes cinétiques de quatre isoenzymes de la créatine kinase chez l’homme, 

dans le sens de la synthèse d’ATP (sens 2) à pH 7 (33).  
 

 La constante catalytique kcat est égale au nombre de moles de produit formées par 

unité de temps et par mole d’enzyme. Ainsi, plus la valeur de kcat est important plus l’enzyme 

est efficace. Les valeurs répertoriées dans les tableaux 1 et 2 mettent en évidence que les CKs 

cytosoliques sont plus efficace que les CKs mitochondriaux (CK-mt) dans les deux sens de la 

réaction (1 et 2). En effet on remarque que les CK-mt catalysent la réaction deux à trois fois 

plus lentement que les isoenzymes cytosoliques.  
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 A l’exception de la CK-BB dans le sens de la formation d’ATP, on remarque que les 

valeurs de Km sont significativement plus faibles que les valeurs de Kd, où Km et Kd sont les 

constantes de dissociation des complexes ternaires et binaires respectivement (Figures 4 et 5). 

Les rapports Km/Kd inférieur à 1 sont un indicateur d’une synergie des substrats, dans laquelle 

la fixation d’un substrat augmente l’affinité du second substrat. Ce phénomène peut être 

associé à un changement conformationnel de la protéine induit par la fixation des substrats. 

Les valeurs de Km/Kd sont du même ordre de grandeur, à l’exception de CK-BB lors de la 

réaction dans le sens 2 (supérieur à 1) et u-CKmt dans le sens 1 (proche de 0). Le degré de 

synergie varie selon les conditions de la réaction (34, 35), et il peut être affecté par 

mutagenèse dirigée (36). Dans le cas de la CK-MM la synergie de la fixation des substrats est 

observée dans les deux sens de la réaction (37). 

 

Le rapport de kcat/ Km apporte des informations sur la spécificité d’une enzyme pour 

ses substrats. Les tableaux 1 et 2 indiquent que sCKmt a une spécificité faible pour ses 

substrats et que les isoenzymes cytosoliques sont plus efficaces que les isoenzymes 

mitochondriales. Cette variation est encore plus prononcée dans le sens (2) de la réaction, où 

il y a un facteur 10 entre les isoenzymes cytosoliques et mitochondriales.  

 

Dans les conditions des mesures cinétiques on remarque que l’affinité des CK-mt est 

très faible pour la créatine et MgATP (Tableau 1 et 2). Saks et al. ont pourtant mesurer une 

affinité importante des CK-mt pour l’ATP produit par la mitochondrie que l’ATP exogène 

(38). Ces isoenzymes auraient donc accès plus facilement à l’ATP intra-mitochondrial grâce à 

une interaction avec l’ANT et favoriseraient la réaction dans le sens 1. Les CKs cytosoliques 

favorisent la réaction 2 car ils possèdent une affinité élevée pour la PCr et MgADP. Ces 

résultats sont confirmés par les rapports kcat(sens 1)/kcat(sens 2) calculés pour chaque 

isoforme : 0,32 pour la CK-MM, 0,58 pour la CK-BB, 0,65 pour la CK-mt ubiquitaire, et 0,85 

pour la CK-mt sarcomérique. Ces informations sont en accord avec la navette 

phosphocréatine. 
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I.1.2.3. Les inhibiteurs. 

 

 Millner-White et Watts ont mis en évidence la formation d’un complexe quaternaire 

CK- MgADP- anion- créatine en présence de certains anions monovalents tels que : Cl-, SO4
2, 

NO2
- , et HCO2

- (37). Ces anions se lient compétitivement sur les sites de fixation des 

phosphates et seraient donc des inhibiteurs de la réaction enzymatique. En revanche, en 

présence d’anions planaires tels que NO3
- et en présence de Cr et de MgADP, la CK forme un 

complexe extrêmement stable, où l’ion nitrate occupe le site de fixation du phosphate 

transférable. Ainsi le complexe CK-Cr-MgADP-NO3
- constitue un analogue de 

l’intermédiaire de transition catalytique (TSAC) qualifié d’abortif car la réaction enzymatique 

ne peut pas avoir lieu. Toutefois la formation de ce complexe induit les mêmes changements 

conformationnels que ceux observés lors de la catalyse (39).  

 

Borders et al. déterminent par fluorescence l’affinité de chaque composant du 

complexe analogue de l’état de transition de la CK (Figure 6) et détermine le Kd du complexe 

quaternaire KTSAC égale à 0,4 nM3. Avec une telle affinité la formation du complexe TSAC 

est majoritaire (40). 

 

 

Figure 6 : Modèle catalytique de la formation du complexe CK-nitrate-MgADP-créatine ; E 
= créatine kinase, A = nitrate, C = créatine, D = MgADP. EDAC représente le complexe 
quaternaire TSAC (40).  
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I.1.3. Etude structurale et fonctionnelle de la CK-MM

 

I.1.3.1. Structure cristallographique de la CK-MM. 

 

Il existe quatre structures cristallographiques de la créatine kinase musculaire 

répertoriées dans le Tableau 3. 

 

 Résolution en ǖ Code PDB Substrats Auteurs 

rm-CK de lapin 2,35 2CRK Aucun Rao et al. ,1998 (41) 

CK-MM humaine 3,5 1I0E Aucun Shen et al., 2001 (42) 

Tc-CK 2,1 1N16 TSAC Lahiri et al., 2002 (43) 

rm-CK de lapin 

R134K 

1,65 1U6R TSAC Ohren et al., 2007 (44) 

Tableau 3 : Récapitulatif des données cristallographiques sur la créatine kinase musculaire. 
Tc-CK : CK de torpedo californica ; rm-CK : CK musculaire de lapin. 
 

L’ensemble de ces structures indique que la CK-MM est un homodimère et chaque 

monomère est constitué de deux domaines (Figure 7) : 

- un petit domaine N- terminal, d’environ 100 résidus, structuré en hélices  

(NTD). 

- un grand domaine C- terminal, d'environ 280 résidus, organisé en feuillet  

anti-parallèle flanqué par de longues hélices (CTD). 

- le site actif est localisé entre ces deux domaines. 
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Figure 7 : Structure en ruban du monomère de la CK-MM de lapin (rm-CK :code PDB 
2CRK, (41)). Le domaine N-terminal est représenté en bleu et le domaine C-terminal en vert. 
Le site actif est entouré d’un pointillé noir et est localisé entre les deux domaines. La boucle 
320s n’est pas modélisée dans cette structure, les résidus 319 et 332 sont colorés en noir.  
 

On discerne de fortes similarités entre la structure résolue de la CK-MM de lapin (41) 

et humaine (42). Dans ces deux structures, il existe une faible densité électronique pour le 

segment N-terminal (résidus 1 à 6), et pour la boucle en C-terminale (résidus 320 à 330) ce 

qui indique une grande flexibilité (42). Ces régions jouent certainement un rôle important 

dans le réarrangement de la structure lors de la fixation des substrats. 

 

  On identifie également deux aires de contact symétriques générées par des interactions 

polaires entre les résidus du domaine N-terminal d’un monomère et ceux du domaine C-

terminal de l’autre monomère (44) (Figure 7). L’étude de la structure du dimère de la CK 

musculaire de lapin (rmCK ; code PDB : 1U6R) par le logiciel PBDsum 

(http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/) indique que l’interface monomère-monomère implique 40 

résidus représentant une surface d’environ 1900 Å2 pour chaque monomère. Cette interface 

est stabilisée par 32 liaisons hydrogènes et 271 contacts hydrophobes. 30% des interactions 

proviennent des 20 premiers résidus du monomère CK-MgADP et 50% proviennent de 

l’interaction avec les 20 premiers résidus du monomère CK-Cr-MgADP-NO3
- (Figure 8 A-B). 
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Figure 8 : L’interface monomère-monomère de la CK-MM de lapin (code PDB : 1U6R). A) 
Représentation en ruban du dimère CK-MM : on observe deux zones de contact dont les 
résidus impliqués sont représentés en sphère. Les sites actifs sont encerclés en noir. B) 
Agrandissement d’une des zones de contact impliquant les résidus Glu17, Glu18, Tyr19, 
Asp53, Gln57 et Asp61 (domaine N-terminal d’une sous-unité : rouge) interagissent via des 
liaisons polaires, indiquées en pointillés, avec les résidus Arg151, Arg147 et Arg209 
(domaine C-terminal de l’autre sous-unité : bleu).  

 

La CK-MM présente six régions impliquées dans l’interaction monomère-monomère 

appelées IRS (pour Interface Residues Segments)(45) : 

- IRS 1: N8-K11, Y14, E 17-D22. 

- IRS2: P48-G50, D54, I57, Q58, V61-N63 

- IRS3: Y140, H145-Q150, R152, A153 

- IRS4: K177 

- IRS5: K196 

- IRS6: L203, A208-W211, D213. 
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La plupart de ces régions sont conservées chez toutes les CKs et jouent un rôle crucial dans 

l’acquisition de la structure quaternaire (46, 47), la stabilité et l’activité de la CK (48). Des 

expériences d’échange hydrogène – deutérium sur la CK-MM (49) confirment le rôle des 

résidus du domaine N-terminal dans la dimérisation.  

 

I.1.3.2. Le site actif 

 

De nombreuses techniques biochimiques et physico-chimiques ont permis de mettre en 

évidence un certain nombre de résidus impliqués dans le site actif de la CK-MM. Les 

structures cristallographiques de la CK-MM en interaction avec les substrats Cr-NO3-MgADP 

ont permis de confirmer certaines hypothèses et d’apporter plus de détails. 

 

I.1.3.2.1. Changement conformationnel dû à la fixation des substrats 
dans le site actif : mouvement des boucles 60s et 320s.  

  

Les structures cristallographiques de la CK musculaire de lapin (rm-CK) et de la CK 

musculaire de Torpedo californica (tc-CK) révèlent deux formes différentes dans la même 

unité cristallographique (43, 44). On identifie un monomère qui interagit avec Cr-NO3
--

MgADP et le second avec MgADP (Figure 9). 
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Figure 9 : Représentation en ruban du dimère de CK-MM en interaction avec Cr-MgADP-
NO3

-. Un premier monomère (vert) fixe Cr-MgADP-NO3
- tandis que le second (magenta) fixe 

MgADP. ADP, créatine et l’ion nitrate sont représentés par des bâtons de couleur noire, et le 
magnésium en sphère grise. Afin d’améliorer la visualisation des ligands, 2 représentations 

orthogonales sont présentées. 
 

Lors de la fixation des substrats Cr-MgADP-NO3
- sur la CK, les deux boucles flexibles 

N-terminale 60s (résidus 60 à 70) et C-terminale 320s (résidus 323 à 333) se referment sur les 

sites de liaisons du nucléotide et de la créatine ; on passe ainsi de la configuration "ouverte" à 

la configuration "fermée" (Figure 10). Dans la configuration fermée, le site actif est protégé 

du solvant. Les résidus 323 - 333 établissent des contacts avec les phosphates de l'ADP, 

alors que les résidus Ile69 et Asp326 forment une poche pour le groupement méthyle de la 
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créatine. La boucle 60s possède un motif PGHP très conservé chez toute les CKs. Dans ce 

motif, le résidu His66 interagit via une liaison ionique avec Asp326 permettant la fermeture 

des deux boucles. La mutagenèse dirigée de chaque résidu du motif PGHP par une alanine 

indique que seul His66 joue un rôle significatif dans l’activité de la CK (50, 51). Cette 

conformation fermée semble contribuer à l'environnement électrostatique du site actif et au 

maintien de la conformation des boucles de sorte que les substrats soient alignés de manière 

optimale pour la catalyse (52). 

 

 

Figure 10 : Mouvement des boucles 60s et 320s lors de la fixation des substrats Cr-MgADP-
NO3

- dans le site actif de la CK-MM (PDB : 1N16). Les deux sous-unités de la CK-MM sont 
superposées : sous-unité CK-MgADP (magenta) et sous-unité CK-Cr-MgADP-NO3

- (vert). La 
distance entre His66 et Asp325 passe de 3,2 Å dans la forme fermée à 29,7 Å dans la forme 
ouverte. 

  

De plus, la superposition des monomères rmCK (44) montre un déplacement de 

l’extrémité N-terminale (résidus 1 à 10) dans les formes ouverte et fermée (Figure 11). Dans 

la structure de la CK de Torpedo californica (43), les boucles des extrémités N-terminales ne 

sont pas observées car la résolution n’était pas suffisante (résolution 2,1Å pour 1N16, et 

1,65Å pour 1U6R). Dans le monomère rmCK-ADP (forme ouverte), l’extrémité N-terminale 

est accessible au solvant alors que les six premiers résidus de l’extrémité N-terminale du 

monomère rmCK-Cr-MgADP-NO3
- sont enfouis dans l’interface monomère –monomère à 

l'abri du solvant (44). 
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Figure 11 : Représentation en ruban du domaine N-terminal du monomère ouvertt  en 
interaction avec MgADP (en vert) et du monomère fermé  en interaction avec Cr-MgADP-
NO3

- (en rose). En noir et en gris sont représentées les extrémités N-terminales (1-10) des 
monomères fermé et ouvert respectivement. 

 

Le changement de position de l’extrémité N-terminale du monomère rmCK-TSAC 

induit le dépliement partiel de l’hélice responsable du mouvement de la boucle 20s et en 

particulier des résidus His25, Asn26, Asn27 et His28 lors de la fixation du substrat. Dans la 

structure de TcCK (43), le déplacement de la boucle 20s est également constatable. Les 

résidus His25, Asn26, Asn27 et His28 sont fortement conservés chez les CKs. Ohren et al. 

suggèrent que ces résidus sont impliqués dans le mécanisme enzymatique en optimisant la 

position la boucle 60s (44, 53). 

 

I.1.3.2.2. Site de fixation nucleotide 

 

Dans les CK cytoplasmiques, les régions en interaction avec l’adénine du nucléotide 

sont comprises entre Val23 et Lys241 et entre Ile279 et Arg291 (54). Les structures résolues 

par cristallographie de tc-CK (43) et de la rm-CK (44) indiquent que l’adénine de l’ADP est 

dans une conformation anti par rapport au cycle du ribose. D’après la structure du monomère 

tcCK-Cr-MgADP-NO3
-
, on observe que la poche où se lient les groupements phosphates de 

l’ADP est chargée positivement. Elle est constituée principalement de cinq résidus arginine 

fortement conservés (Arg130, Arg132, Arg236, Arg292, et Arg320) (Figure 12).  
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Figure 12 : Interaction de MgADP au sein du site actif de la CK-MM. A) Représentation des 
interactions hydrophobes (en rouge) et des liaisons hydrogènes (en vert) dans le site de 
fixation de l’ADP avec le logiciel Ligplot. Il faut noter qu’il y a un décalage de numérotation 

par rapport au manuscrit (Arg129 = Arg130 dans le manuscrit). B) Représentation du cluster 
d’arginine dans la poche de fixation de l’adénosine diphosphate (1U6R). En noir sont 
représentés les noyaux adénosine et ribose de l’ADP, en vert les phosphates ett . Les 
oxygènes et l’azote sont respectivement en bleu et orange. 

Les arginines interagissent directement avec les oxygènes des groupements phosphate 

du nucléotide. En effet, Arg130 est liée à l’oxygène du phosphate  et au ribose de l’ADP. 

Les Arg132 et Arg292 sont également liées au phosphate . L’Arg236 interagit avec 

l’oxygène du phosphate  et le nitrate (Figure 12A). Toutes les arginines occupent la même 

position dans les deux structures CK-Cr-MgADP-NO3
- et CK-MgADP, sauf Arg320. Celle-ci 

est à la base de la boucle flexible C-terminale, elle doit être impliquée dans le mouvement de 

cette boucle. L’Arg 320 interagit avec l’oxygène du phosphate  de l’ADP et le nitrate. En 

plus de neutraliser les charges négatives des phosphates, le cluster d’arginine aurait pour rôle 

majeur l’alignement du nucléotide ADP ou ATP lors de la réaction de transfert du 

groupement phosphoryle (55).  

 

Une étude RMN de la CK-MM de lapin a révélé que 4 histidines, localisées à des 

distances de 12, 12, 14 et > 18 Å du complexe paramagnétique bidenté Cr3+ -ATP lié à 

l’enzyme, seraient susceptibles de participer à la catalyse enzymatique (56). Il a été suggéré 

qu’un de ces résidus serait impliqué dans la transphosphorylation entre l’ATP et la créatine. 

Ce résidu pourrait agir comme un catalyseur acide-base en assurant la déprotonation du 

groupement guanidine de la créatine, facilitant ainsi l’attaque nucléophile sur le phosphate 
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de l’ATP  Des études de mutagenèse dirigée sur les histidines de la CK-MM, montrent que 

les His96, 105, 190, 233 et 295 ne sont pas directement impliquées dans le mécanisme de 

transphosphorylation catalysé par la CK (50, 57). Cependant certaines histidines sont 

impliquées dans la liaison du substrat. En effet, His295 permet la stabilisation de l’adénine 

(43) et la mutation de cette histidine par une asparagine provoque une diminution de l’activité 

enzymatique (57). His190 interagit avec le ribose (Figure 13) mais sa mutation n’entraîne pas 

de perte d’activité.  

 

Le résidu tryptophane 228 n’interagit pas directement avec le substrat mais formerait 

une partie de la poche de liaison du nucléotide (43). La mutagenèse dirigée du tryptophane 

223 de la CK-mt (Trp228 chez les isoenzymes cytosoliques) inactive la CK (58). D’après la 

structure 3D de la CK-MM de lapin (41) ce tryptophane est à environ 5 Å de l’oxygène du

phosphate  de l’ADP. 

On observe également trois molécules d’eau, structurées cristallographiquement, dans 

la poche spécifique du nucléotide. Deux d’entre elles forment des liaisons hydrogènes avec le 

ribose, tandis que la troisième interagit avec l’adénine de l’ADP.  

 

L’ensemble de ces interactions permettrait de positionner correctement MgATP par 

rapport à la créatine pour induire l’attaque nucléophile (43). 

 

I.1.3.2.3. Site d’interaction de la créatine 

 

Les analogues de la créatine ont permis d’accumuler de nombreuses informations sur 

la poche de fixation de la créatine. Les résidus localisés sur la boucle flexible 60s et la 

cystéine 283 forment le site de fixation de la créatine (59, 60). Ces résidus sont très conservés 

chez les isoenzymes CK.  

 

Les structures cristallographiques des CK-MM (43, 44) et CK-BB (13) en présence de 

Cr-MgADP-NO3
- nous permettent de réaliser une carte précise des interactions permettant le 

positionnement correct de la créatine dans le site actif. Seules les interactions des acides 

aminés à 3 ǖ de la créatine sont prises en compte ci-après. Les asparagines 26 et 27 

n’interagissent pas directement avec le substrat, mais elles interviennent dans le 

positionnement optimal de la boucle flexible 60s (Gly60 à Thr70). En présence de Cr-
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MgADP-NO3
-, Ohren et al. ont observé une réorganisation de l’extrémité N-terminale d’une 

sous-unité qui induit un changement conformationnel de la boucle 20s (Figure 11), ce qui 

forme de nouvelles interactions avec la boucle 60s (44). Dans le monomère Cr-MgADP-NO3
-, 

nous observons une interaction entre la chaîne latérale de la Thr70 et Asn26 ce qui induit le 

mouvement de la Thr70 hors du site actif et permet alors la fixation de la créatine. Dans le 

monomère rmCK-MgADP cette interaction n’a pas lieu car l’extrémité N-terminale n’induit 

pas les modifications nécessaires sur la boucle 20s, ainsi la Thr70 empêche la fixation de la 

créatine.  

 

 

 

Figure 13 : Résumé des interactions impliquées dans le site actif de la CK-MM de T. 
californica (43)). 
 

D’après la figure 13, le groupement carboxylique de la créatine forme quatre liaisons 

hydrogènes. La première est observée entre l’acide et l’azote de la chaîne principale de la 

Val72. Les trois autres sont observées entre l’acide et des molécules d’eau. Des études avec 

différents substrats ont montré que le remplacement du groupement N-méthyle de la créatine 

par un hydrogène (glycocyamine) ou un groupement éthyle (N-éthylglycocyamine), provoque 

une réduction de l’affinité pour les substrats (de respectivement 43 ou 11 fois) (61). Cette 

spécificité pour la créatine est due à la poche formée par Ile69 et Val325. Ces deux résidus 

hydrophobes se trouvent sur chacune des deux boucles qui ferment le site actif uniquement en 
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présence des substrats Cr-MgADP-NO3
-. Des études de mutagenèse dirigée sur la CK 

musculaire humaine (HM-CK) révèlent que le remplacement de Ile69 par une alanine 

provoque une diminution importante de l’activité enzymatique (36). On obtient des résultats 

similaires lorsqu’on remplace Ile69 par une glycine sur la CK-MM de Danio (62). Dans cette 

publication, Uda et Suzuki ont aussi montré que le remplacement de Val75 par une glycine 

conduit à une enzyme inactive. Les auteurs ont donc supposé que la Val75, ne formant pas 

d’interaction directe avec le ligand, est impliquée dans la stabilisation de la boucle flexible 

60s (62).  

 
La Glu232 forme deux liaisons ioniques avec le groupement guanidine de la créatine 

ce qui stabiliserait sa charge positive. Cet acide aminé appartient au motif NEED, qui est 

fortement conservé chez toutes les guanidines kinases. La mutation de Glu232 par Asp ou Gln 

induit une importante diminution de l’activité spécifique AS (ASHM-CKsauvage= 114 ± 7,4 

mmol/s/mg, ASHM-CK_E232D= 0,204 ± 0,012 mmol/s/mg, et ASHM-CK_E232Q= 0,0015 ± 0,0005 

mmol/s/mg) (63). L’acide glutamique 232 serait impliqué dans l’alignement de la créatine 

dans le site actif et aurait une position correcte pour jouer le rôle de catalyseur acide-base. 

 

En plus de l’acide glutamique 232, le groupement guanidine de la créatine interagit 

avec la Cys283. Ce résidu a un pKa relativement faible de 5,4 et est donc sous forme thiolate 

pour une liaison optimale avec la créatine (64, 65). La serine 285 à proximité interagirait avec 

la cystéine 283, diminuant son pKa et stabilisant la forme thiolate (64-66). L'importance dans 

la catalyse enzymatique de la cystéine 283 a été la source de nombreuses discussions. La 

modification chimique de Cys283 de la rm-CK par différentes variétés de réactifs spécifiques 

induisent dans certains cas une inactivation de l'enzyme modifiée (67-69) et dans d’autre cas 

l’enzyme possède une activité résiduelle (35, 70, 71). Des expériences de mutagenèse ont 

démontré sans équivoque que, ni la cystéine 283 ni la serine 285 ne sont essentielles pour la 

catalyse. Mais la présence de la cystéine est importante pour le positionnement linéaire de la 

créatine qui est nécessaire pour une attaque nucléophile sur le phosphate  de l'ATP (64, 65, 

72). La mutation de la Cys283par une méthionine conduit à une perte totale de l’activité, alors 

que sa mutation par une serine induit une diminution importante de la Vmax (~ 100 fois) et une 

augmentation du Km pour la créatine d’environ 10 fois (64). La cystéine 283 et la serine 285 

font partie du motif CPS, qui est fortement conservé chez toutes les guanidino-kinases. 
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I.1.3.2.4. Le cation Mg2+ et l’anion NO3-

 
Il existe une dépendance étroite entre l'activité de la CK et la concentration en Mg2+ 

(73). D'autres ions activateurs (Mn2+, Ca2+, Co2+) ont également été identifiés (74). Des études 

de résonance paramagnétique électronique (RPE) et de spectroscopie différentielle ont montré 

que le cation n'interagit pas directement avec l'enzyme (75, 76) mais uniquement par une ou 

des liaisons avec le nucléotide (73). Des expériences RPE en présence de Mn(II) et marquage 

à l’17O montrent que l’ion métallique interagit avec les phosphates de l’ATP 

( pour l’ADP), l’anion et trois molécules d’eau (77). Des mesures RMN ont montré que 

le cation Mn2+ maintient l'ATP ou l'ADP dans une conformation particulière dans le centre 

actif (78). Il n'y aurait pas de rupture de la coordination du phosphate  avec l'ion métallique 

durant le transfert. Une fois le transfert effectué, la liaison Mn(II)-phosphocréatine doit être 

rompue pour permettre le départ de la phosphocréatine (79). L’ion métallique a donc une 

implication directe dans la réaction de transfert du groupement phosphoryle. Cleland (1967) 

suggère que MgADP et MgATP sont les vrais substrats de la CK (80). Dans la structure de 

CK- Cr-MgADP-NO3
- (code PDB : 1N16), le Mg(II) présente une coordination octaédrique 

impliquant trois molécules d’eau, deux interactions avec les oxygènes et  des groupements 

phosphates de l’ADP, et un oxygène du nitrate (Figure 13). Dans la structure CK-MgADP 

(code PDB : 1N16), une molécule d’eau remplace l’ion nitrate (43).  
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Figure 14 : Représentation du site d’interaction de l’ion nitrate chez Tc-CK (code PDB 
1N16). A) schématiquement avec le logiciel Ligplot et B) en structure 3D.

 

L’ion nitrate dans les structures CK et AK (81) en présence de TSAC, est équidistant 

de l’oxygène terminal du phosphate  de l’ADP (donneur) et du groupement N-guanidino 

(accepteur) du composé guanidilique (respectivement créatine et arginine). Il mime le -

phosphate planaire dans l’état de transition du transfert entre ces deux atomes (Figure 14B). 

Le nitrate interagit avec le Mg(II) et forme aussi des liaisons hydrogènes avec les Arg320, 

Arg236, Asn286 (Figure 14A). Les mutagenèses dirigées des arginines 236 et 320 provoquent 

une perte d’activité, mais l’affinité avec les substrats est inchangée. Ces résidus joueraient un 

rôle critique dans la stabilisation du complexe à l’état de transition (82).  
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I.2. Le rôle de la structure quaternaire dans la catalyse enzymatique de 
la CK-MM : dimère ou monomère actif ? 

 

 La structure active de la créatine kinase musculaire a fait l’objet de nombreuses 

discussions. Pour beaucoup d’auteurs, seul l’état dimérique est actif. En effet, de nombreuses 

études de repliement de la CK-MM après dénaturation par l’urée (83), le NaCl et LiCl (84), le 

SDS (85), ou le chlorure de guanidinium (83, 86) semblent indiquer que l’activité dépend de 

la dimérisation de la CK-MM. Les monomères générés pendant ces études n’ont aucune 

activité, due probablement à une dénaturation locale du site actif induit par une faible 

concentration de dénaturant (87). L’utilisation du chlorure de guanidinium et du NaCl comme 

dénaturants modifie les profils d’inactivation car la guanidine est un analogue structural de la 

créatine et l’ion chlorure est lui même un inhibiteur.  

 

Des monomères de créatine kinase musculaire active ont pu être générés par mutagenèse 

dirigée des résidus impliqués dans l’interface monomère-monomère de l’homodimère (47). 

Ces mutants ont une affinité plus faible pour les substrats, une activité et une stabilité réduite. 

La chromatographie d’exclusion sur les protéines mutées indique que la majorité est sous 

forme monomérique. Il existe toutefois une minorité de dimère qui est probablement 

responsable de l’activité résiduelle. Des expériences de fluorescence sur les monomères actifs 

indiquent une exposition importante des régions hydrophobes, en comparaison avec l’enzyme 

sauvage, ceci explique la réduction significative de l’affinité des ces mutants pour les 

substrats.  

De plus, des études cinétiques sur la rm-CK 1-15, et sur le mutant P20G mettent en 

évidence que la région N-terminale de la CK-MM est impliquée dans l’association des 

monomères et dans l’activité enzymatique (44). 

 

L’ensemble de ces résultats suggère que la structure quaternaire est importante pour la 

stabilité de la CK et pour l’activité catalytique. En effet, la perte de la cohésion du dimère 

provoque une dissociation de l’homodimère fonctionnel, qui induit fatalement une perte 

significative d’activité. 
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La cristallisation de la CK-MM en présence de nucléotide MgADP ou sous forme de 

complexe analogue de l’état de transition (TSAC) en présence de Cr-MgADP-NO3
- (44), a 

permis de connaître la structure du site actif de l’homodimère et la localisation de nombreux 

résidus connus pour participer au processus enzymatique. Par contre le mode de 

fonctionnement exact de la CK-MM dimérique n’est pas clairement identifié. En 2009, des 

études de dynamique sur l’arginine kinase (AK), publiées par Davulcu et al., apportent des 

éléments de réponses. L’étude RMN de l’AK en absence de substrats a en effet permis de 

comprendre la dynamique de cette enzyme monomérique (AK) et par homologie celle des 

deux monomères de la CK-MM (88). Mais cette étude n’apporte évidement aucune 

information sur le comportement entre les deux monomères de l’enzyme homo-dimérique 

CK-MM car l’AK est un monomère. En 2003, l’étude dynamique du complexe analogue 

d’état de transition : TSAC (CK-MM-MgADP-NO3
- - créatine) par des expériences d’échange 

proton / deutérium couplée par spectrométrie de masse, a mis en évidence que les deux 

monomères de la CK-MM se comportent indépendamment (89). Ces résultats ont été obtenus 

lors de la thèse d’Hortense Mazon dans l’Institut de Chimie et Biochimie Moléculaire et 

Supramoléculaire (ICBMS, UMR 5246). Ils ne confirment pas un possible mécanisme 

coopératif entre les monomères, suggéré par les structures cristallographiques de la CK-MM 

(43, 44, 90). Une collaboration entre le Dr Olivier Marcillat de l’ICBMS et l’équipe ANABIO 

de l’Institut des sciences analytiques (UMR 52810) a ainsi vu le jour, afin d’essayer 

d’améliorer la compréhension du mécanisme de la CK-MM par son étude RMN. Dans cette 

optique, Anna Labernadie, lors de son stage de M2 recherche dans notre laboratoire en 2008, 

a effectué une étude RMN préliminaire en préparant des échantillons marqués U-15N en 

absence et en présence des constituants du TSAC. Cette étude a mis en évidence que l’ajout 

de substrat modifie l’environnement chimique d’une boucle flexible perturbée en déplacement 

chimique. L’enregistrement de l’expérience de type NOESY-HSQC avait permis une 

attribution hypothétique de la boucle 320s de la CK-MM. Nous nous sommes fixés comme 

but de reproduire, de compléter et de préciser les résultats préliminaires d’Anna Labernardie. 

Pour ce faire, nous avons préparé la CK-MM marquée uniformément en 15N et en 2H dans le 

but d’augmenter le rapport signal sur bruit du spectre HSQC et de pouvoir observer d’autres 

signaux que la région flexible. Le but de l’étude était aussi d’évaluer si une attribution RMN 

de la CK-MM était possible au delà de la boucle flexible 320s. Enfin, dans le but d’apporter 

des informations supplémentaires sur le mécanisme de la CK-MM nous avons envisagé des 

mesures de relaxation R1 et R2.  
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II. Matériels et méthodes 

 

II.1. Obtention de la CK-MM pure, marquée et stable. 

 

II.1.1. Matériel biologique 

 

II.1.1.1. Plasmide codant pour la CK-MM de lapin 

 
L’obtention d’un plasmide codant pour la protéine étudiée est la première étape de 

l’expression. Ici le vecteur recombinant codant pour la CK-MM de lapin nous a été 

généreusement fourni par le Dr Olivier MARCILLAT. 

 

Le vecteur d’expression utilisé est pET-21 (+) (Novagen). Les vecteurs pET 

permettent la production rapide d'une grande quantité d'une protéine désirée. Ce plasmide 

(Figure 15) contient plusieurs éléments importants : un gène lacI qui code pour la protéine 

répresseur lacI, un promoteur T7 qui est spécifique à l’ARN polymérase T7, un opérateur 

lacI (LacO) qui peut bloquer la transcription, un poly-linker, une origine de réplication f1, un 

gène de résistance à l'ampicilline, et une origine de réplication ColE1. 

Poly-linkerPoly-linker

 
Figure 15 : Carte du plasmide pET. 
 
 

 

L’ADNc codant pour la CK-MM de lapin a été cloné dans ce vecteur sur le site poly-

linker. Ainsi le vecteur recombinant pET-21-CKMM code pour la protéine CK-MM de lapin, 

sans étiquette de purification, dont la séquence protéique est la suivante : 
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         10         20         30         40         50         60 

MPFGNTHNKY KLNYKSEEEY PDLSKHNNHM AKVLTPDLYK KLRDKETPSG FTLDDVIQTG 

 

         70         80         90        100        110        120 

VDNPGHPFIM TVGCVAGDEE SYTVFKDLFD PIIQDRHGGF KPTDKHKTDL NHENLKGGDD 

 

         130        140        150        160        170        180 

LDPHYVLSSR VRTGRSIKGY TLPPHCSRGE RRAVEKLSVE ALNSLTGEFK GKYYPLKSMT 

 

         190        200        210        220        230        240 

EQEQQQLIDD HFLFDKPVSP LLLASGMARD WPDARGIWHN DNKSFLVWVN EEDHLRVISM 

 

         250        260        270        280        290        300 

EKGGNMKEVF RRFCVGLQKI EEIFKKAGHP FMWNEHLGYV LTCPSNLGTG LRGGVHVKLA 

 

         310        320        330        340        350        360 

HLSKHPKFEE ILTRLRLQKR GTGGVDTAAV GSVFDISNAD RLGSSEVEQV QLVVDGVKLM 

         370        380 

VEMEKKLEKG QSIDDMIPAQ K 

 

Le vecteur recombinant doit être inséré dans une cellule bactérienne, codant pour 

l’ARN polymérase T7, pour que l’expression de la protéine soit effectuée (Figure 16). Cette 

étape est appelée transformation et permet de faciliter l’entrée du vecteur recombinant dans la 

cellule bactérienne qui a été préalablement rendue compétente4. Il existe plusieurs techniques 

de transformation, nous utilisons ici la transformation par choc thermique.  

 

II.1.1.2. Souche bactérienne d’expression. 

 
La cellule hôte utilisée est la souche Escherichia coli BL21 (DE3). Elle contient 

l’ORF (Open Reading Frame, cadre de lecture ouvert) codant l’ARN polymérase T7 sous le 

contrôle du promoteur lac (Figure 16).  

 

Figure 16 : Représentation schématique d’une cellule E. coli BL21 (DE3) transformée par le 
plasmide recombinant pET-21-CKMM. 

                                                 
 
4 Création de pore minuscule à la surface de la membrane bactérienne (technique utilisée 
CaCl2). 
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Avant l’induction le répresseur (tétramère) LacI, synthétisé à partir du géne lacI , se 

fixe sur l’opérateur lactose : LacO (localisé sur le génome modifié de la cellule bactérienne) 

empêchant ainsi la fixation de l’ARN polymérase. L’ARN polymérase T7 n’est pas 

synthétisée donc il n’y a pas d’expression de la CK-MM (Figure 17A). 

 

Lors de l’induction par l’IPTG (IsoPropyl- -D-ThioGalactopyranoside, analogue non 

métabolisable du lactose), le répresseur fixe l’inducteur. Ce complexe n’interagit pas sur le 

promoteur lactose permettant ainsi la fixation de l’ADN polymérase. L’ARN polymérase T7 

synthétisée se fixe sur l’opérateur T7 (apporté par le vecteur recombinant) et induit 

l’expression de la CK-MM (figure 17B). 

 

 

Figure 17 : Principe de l’expression de l’ARN polymérase T7. A) Avant induction, le 
répresseur LacI (tétramère) se fixe sur l’opérateur LacO et empêche la fixation de l’ARN 

polymérase bactérienne d’interagir avec celui-ci B) A l’induction, l’IPTG interagit avec le 

répresseur et l’empêche de se fixer sur l’opérateur. Ainsi l’ARN polymérase peut interagir 
avec son opérateur et induire la transcription nécessaire pour synthétiser la CK-MM. 1 
indique l’étape de transcription du gène lacI en ARNm, et la traduction de celui-ci par l’ARN 

polymérase. 
  

II.1.2. Production et purification de la protéine CK-MM de lapin 

 

II.1.2.1. Production de la CK-MM non marquée et marquée 
uniformément en 15N. 

 

La stratégie d’expression que nous avons choisie d’utiliser est une variante de celle 

proposée dans la littérature (91). Une colonie de bactéries E. coli BL21 (DE3) transformée par 

le vecteur recombinant pET-21-CKMM est transférée dans 50 mL de milieu LB (1% 
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bactériotryptone ; 0.5% d’extrait de levure ; 1% NaCl) contenant 50μL d’ampicilline (solution 

stock à 50 mg/mL). Cette préculture est incubée à 37°C sous agitation (~ 220 rpm) pendant 

toute la nuit. 

 

25 mL de préculture sont ajoutés à un litre de milieu LB supplémenté par 1 ml 

d’ampicilline. Le milieu de culture est incubé à 37°C, jusqu’à ce que la densité optique à 600 

nm atteigne 0,7 (ce qui correspond à environ 3 heures). L’expression de la protéine est induite 

par l’ajout de 1 mL d’IPTG à 1M dans le litre de milieu de culture. Cinq heures après 

l’induction, la culture est centrifugée pendant 10 min à 3000g à 4°C. Les culots bactériens 

sont ensuite congelés à -80°C dans l’attente de la purification. Cette étape permet de fragiliser 

les membranes bactériennes.  

 

Pour le marquage uniforme en 15N, le protocole de production est identique à celui 

présenté précédemment. Seul le milieu de culture est différent. En effet, on utilise 1 litre de 

milieu M9 enrichi contenant : 940 mL de milieu minimum M9 (KH2PO4 à 96 mM, K2HPO4 à 

57 mM, K2SO4 à 14 mM, Na2HPO4 à 25 mM, 1g 15NH4Cl (Euriso–top), pH=7,2) 

préalablement autoclavé (20 min à 120°C) supplémenté par 20 mL d’une solution de glucose 

à 1 M ; 5 mL de MgCl2 à 1M ; 5 mL de CaCl2 à 45 mM ; 5 mL de thiamine à une 

concentration de 5 mg/mL, 5 mL de solution d’éléments trace  (92) et 1 mL d’ampicilline. 

 

II.1.2.2. Stratégie de marquage d’une protéine de haut poids 
moléculaire la CK-MM (86 kDa). 

 

L’étude RMN de protéine de haut poids moléculaire est complexe, deux difficultés 

majeures sont observées:  

- la superposition des taches de corrélation peut être à l’origine de nombreuses 

ambiguïtés dans l’attribution des systèmes de spins. 

- et l’augmentation de la largeur des signaux RMN avec la taille de la protéine. La 

largeur à mi-hauteur des résonances est proportionnelle au temps de relaxation 

transversale T2 (vitesse R2 = 1/T2). En effet, le signal RMN s’écrit :
2/2 Ttti

eets
t

ee
t

                         (3) 

et la largeur à mi-hauteur d’une raie est calculée après transformée de Fourier et on 

obtient (93) : 
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Avec T2
* correspond au temps de relaxation transversale T2 auquel vient s’ajouter un terme dû 

aux inhomogénéités du champ magnétique statique. T2 est proportionnel à c, le temps 

caractéristique de réorientation globale de la molécule, lui-même dépendant de la taille de la 

molécule (93). En effet : 
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   (5) 

Dans l’approximation d’une molécule sphérique de rayon r, c a pour expression : 

kT

r
c

3

4
3

r                         (6) 

où Ș est la viscosité du solvant, r le rayon hydrodynamique efficace de la protéine, k la 

constante de Boltzmann et T  la température absolue. 

Le rayon hydrodynamique peut être estimé à partir de la masse moléculaire de la protéine 

(Mw) : 

r
N

Mw
r

a

3

4

3

   (7) 

où ȡ est la densité moyenne pour les protéines (1,37 g/cm3), Na  le nombre d'Avogadro, et rr   

le rayon d'hydratation. 

Ainsi plus la protéine étudiée a un poids moléculaire important, plus le temps de corrélation 

s’allonge et plus la constante de temps T2 est court (R2 est long) et donc plus la largeur de raie 

augmente (Figure 18).  
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Figure 18: Comparaison de la forme d’un signal RMN, en absence d’échange, en fonction de 
la taille de la protéine (Figure issue de (94)). 
 
 

Par conséquent, tout phénomène qui tend à augmenter T2 (à diminuer R2) induira une 

réduction de la largeur de raie. Il existe des avancées technologiques importantes en RMN 

depuis 20 ans, telles que des spectromètres à très hauts champs (1GHz) et des cryosondes qui 

améliorent tant la dispersion spectrale que la sensibilité. Les spectres RMN peuvent être 

également simplifiés en réalisant un marquage isotopique uniforme ou sélectif. Dans notre 

étude, nous utilisons trois stratégies : 

- La perdeutération de la CK-MM 

- Le marquage uniforme en 15N et/ou 13C 

- Le marquage sélectif en 15N de différents résidus de la protéine 

 

La perdeutération consiste à remplacer tous les protons (1H) présents dans une protéine 

par des deutériums (2H ou D). Ce marquage isotopique uniforme permet d’augmenter le 

rapport signal sur bruit des spectres hétéronucléaires multidimensionnels, grâce à deux 

phénomènes : 

- Une diminution de la vitesse de relaxation des spins 15N  

- Une suppression de l’effet de diffusion de spin. 

En effet, la substitution d’un proton par un deutérium induit une diminution significative de 

l’interaction entre cet isotope et un spin 15N directement lié, en raison de la différence entre 

les valeurs des rapports gyromagnétiques des deux isotopes ( D). La vitesse de 
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relaxation transversale, dont la principale source dans les expériences hétéronucléaires est 

l’interaction dipolaire, est fortement diminuée (T2 divisé par un facteur 2) (95). 

 

De plus, la perdeutération permet la diminution de la "fuite" de l’aimantation à travers 

de multiples chemins de relaxation homonucléaire 1H-1H (Figure 19). Cet effet, appelé 

diffusion de spin, contribue à la relaxation longitudinale et augmente avec le poids 

moléculaire de la molécule étudiée. Ainsi, en diminuant la diffusion de spin, on améliore la 

qualité des spectres (96). 

 

Figure 19: A) Effet de la diffusion de spin sur une protéine non deutérée, B) Suppression de 
l’effet de diffusion de spin dans le cas d’une protéine deutérée. 
 

L’étape du marquage, surtout lorsqu’il est multiple, est un point critique en terme de 

rendement de production bactérienne et d’expression de la protéine. En effet, l’ajout de 

deutérium dans le milieu minimum, réduit considérablement la vitesse de croissance 

bactérienne, et donc la quantité de protéines marquées produites. La production de protéines 

marquées a un coût significatif compte tenu des quantités et du prix des isotopes utilisés, et 

nécessite des périodes d’optimisation du protocole d’expression (Tableau 4). Les coûts des 

isotopes stables ont cependant considérablement diminué en 10 ans compte tenu d’un marché 

important depuis 2000. 

 

Marquage 15N-NH4Cl 13C-glucose D2O 

Quantité 1 g 4 g 1 L 

Prix (en €) 11,50 180 250 

Tableau 4: Prix des différents isotopes utilisés lors des marquages de la CK-MM en 2010. 
 



 - 38 - 

La stratégie de culture bactérienne et d’expression, que nous avons choisie d’utiliser 

pour la production de la CK, est une adaptation de celle décrite dans la littérature (97). Ce 

protocole permet d’obtenir d’importantes quantités de protéines marquées en minimisant la 

quantité d’isotopes nécessaire.  

 

II.1.2.2.1. Marquage isotopique U-2H/15N ou U- 2H/15N/13C de la CK-MM 

  

Ce protocole a été utilisé au laboratoire avant mon arrivée durant le stage de Master 2 

d’Anna LABERNADIE en 2008. Le but de ce protocole est de concentrer un maximum de 

cultures bactériennes obtenues en milieu LB dans un milieu minimum synthétique M9 (D2O, 
15NH4Cl, 13C-glucose pour le marquage uniforme ou 15N-{Gly, Val, Ala} pour le marquage 

sélectif), puis d’induire l’expression de la protéine recombinante (97). Le niveau d’expression 

de la CK-MM en fonction du facteur de concentration de cultures bactériennes en milieu M9 

a été vérifié. Il a été observé que le taux d’expression diminue au-delà d’un facteur de 

concentration égal à 6 (soit 1,5 L de milieu LB concentré dans 250 mL de milieu M9). Le 

protocole utilisé pendant ma thèse est présenté dans la Figure 20. 

 
Dans le cas de la production de U- 2H/15N CK-MM, une préculture en milieu LB de 

150 mL, supplémentée par 150 μL d’ampicilline concentrée à 50 mg/mL, est incubé à 37°C 

sous agitation pendant une nuit ( comme décrit dans la section II.1.2.1).  

 Par la suite 125 mL de préculture est répartie uniformément dans 5  1 L de milieu LB 

supplémenté par 1 mL d’ampicilline. Les 5 L de milieu LB sont incubés à 37°C, jusqu’à ce 

que la densité optique à 600 nm atteigne 0,6. Par centrifugation à 3000g (pendant 20min à 

4°C), nous récupérons le culot bactérien des 5 L de milieu LB. Le culot est repris et lavé dans 

du milieu M9 deutérée (KH2PO4 à 96 mM, K2HPO4 à 57 mM, K2SO4 à 14 mM, Na2HPO4 à 

25 mM, pH=7,8, 960 mL de D2O (à 99.9%, Sigma Aldrich)) afin d’éliminer toute trace 

d’élément non marqué (tel que 14NH4Cl). Puis une seconde étape de centrifugation à 3000g 

permet de sédimenter à nouveau le culot bactérien. Celui-ci est re-suspendu dans 60 mL de 

milieu M9 deutérée. Cette suspension est ajouté à 1 L de milieu M9 deutérée supplémenté par 

20 mL d’une solution de glucose à 1 M ; 1g 15NH4Cl, 5 mL de MgCl2 à 1M ; 5 mL de CaCl2 à 

45 mM ; 5 mL de thiamine à une concentration de 5 mg/mL, 5 mL de solution d’éléments 

trace et 1 mL d’ampicilline à 50 mg/mL. Après 1 heure d’incubation à 37°C sous agitation, 
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l’induction débute après l’ajout d’ 1 mL d’IPTG à 1 mM. Après 5 heures d’induction la 

culture est centrifugée à 3000g pendant 20min. Le culot obtenu est ensuite conservé à -80°C.  

 

Dans le cas de la production de U- 2H/13C/15N CK-MM, le 13C-glucose remplace le 

glucose non marqué dans le protocole précédent.  

 

 

 

Figure 20: Schéma de principe de production de la CK-MM marquée 15N/2H.  
 

II.1.2.2.2.  Marquage U- 2H et 15N-{Gly, Val Ala} de la CK-MM 

  
 La stratégie de marquage multiple sélectif est une combinaison de la stratégie 

proposée dans la littérature (98) et de celle présentée dans le chapitre précédent. En effet, 

l’étape de croissance bactérienne dans le milieu LB est identique à celle de la Figure 21. Le 

marquage sélectif 15N-GAV de la CK-MM est réalisé. De ce fait, le milieu minimum M9 n’est 

pas supplémenté en 15N-NH4Cl.  

Avant l’inoculation de la suspension bactérienne on ajoute les autres acides aminés non 

marqués (dont la quantité est répertoriée dans le Tableau 5), 20 mL d’une solution de glucose 

à 1 M ; 5 mL de MgCl2 à 1M ; 5 mL de CaCl2 à 45 mM ; 5 mL de thiamine à une 
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concentration de 5 mg/mL, 5 mL de solution d’éléments trace et 1 mL d’ampicilline dans le 

milieu M9 deutéré. Les résidus marqués sont ajoutés après la phase d’adaptation : Glycine : 

250 mg, Valine : 100 mg, et Alanine : 600 mg. Après 30 min5, l’induction peut débuter. Les 

concentrations en acides aminés ajoutés dans le milieu M9 sont saturantes pour l’organisme. 

De cette façon E. coli utilise dans le milieu extérieur les acides aminés ajoutés au lieu de les 

synthétiser, ainsi les risques de diffusion du marquage sont minimisés.  

 

 

Tableau 5 : Résumé des quantités d’acides aminés non marqués pour 1 L de milieu M9 (98). 

II.1.2.2.3. Purification 

 
La stratégie de purification utilisée ici est celle proposée dans la littérature (91). Le 

protocole est identique quel que soit le marquage isotopique de la CK-MM. Ce protocole a été 

optimisé pour la purification de la CK-MM deutérée. Nous avons observé que l’augmentation 

du pH des tampons de purification de 0,4 unité de pH, permettait une nette amélioration du 

rendement de purification. Les rendements des différentes étapes de purification et de 

lyophilisation sont estimés sur l’activité enzymatique spécifique de la CK-MM, calculés à 

partir de la méthode " pH-STAT" (cf section II-1-4). 

Après l’étape de congélation à -80°C, les culots bactériens sont re-suspendus dans 30 

mL de tampon NaH2PO4 (20mM, pH6 ; 0,1mM EDTA). Après lyse des bactéries par 

sonication (Sonicateur : Satorius stedim LABSONIC-P), à 4°C pendant 3 fois un cycle de 3 

                                                 
 
5 Pour permettre aux cellules d’incorporer les acides aminés ajoutés. 
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min, les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation (15 min à 14000g, 4°C). Une 

mesure de l’activité enzymatique (cf section II-1-4) des surnageants collectés (100 mL) 

indique un rendement de production de 7 mg/L de culture. 

 

Le surnageant issu du lysat bactérien est déposé sur une colonne d’affinité de type 

"Blue Sepharose 6 Fast FlowƎ (GE Healthcare Bio-Science Corp.), préalablement équilibrée 

avec du tampon de charge (NaH2PO4 20mM pH6 ; EDTA 0,1 mM ; DTT 1mM). La protéine 

est éluée par un changement de pH (à l’aide d’un tampon 20 mM Tris pH 8 ; 0,1mM EDTA ; 

1mM DTT). 

 

La collection de fractions enzymatiquement actives est ensuite déposée, après 

vérification du pH (proche de 8), sur une colonne échange d’ions de type "Source 15Q" (GE 

Healthcare Bio-Science Corp.), préalablement équilibrée avec 20 mM Tris (pH 8 ; 0,1mM 

EDTA ; 1mM DTT). Cette deuxième étape chromatographique permet d’éliminer les 

nucléotides absorbés à la surface de la protéine et donc d’améliorer considérablement la 

pureté de la CK-MM. A la fin de cette étape de purification nous récoltons de manière 

générale, pour 5 L de culture, un volume d’échantillon de CK-MM native et active de 100 

mL. La concentration de cet échantillon estimée par l’activité enzymatique est en moyenne de 

16 μM.  

 

Pour enregistrer une expérience RMN il faut que la protéine produite soit concentrée, 

pure, et dans un tampon qui ne donne pas de signal dans la gamme de déplacement chimique 

des 1H amides de la protéine, comme par exemple un tampon phosphate.  

 

La CK-MM devra être concentrée au minimum à 200 μM dans 500μL de tampon 20 

mM phosphate pH 6,8. La CK-MM est une protéine qui peut être lyophilisée, c’est pourquoi 

dans un premier temps cette technique a été utilisée pour la concentrer. Après une étape de 

lyophilisation totale, nous obtenons une poudre qui est reprise avec 500μL de tampon 

phosphate 20 mM à pH 6,8. Cette étape est délicate car il est difficile de re-suspendre la 

totalité de la poudre qui reste sur la paroi du ballon. De plus, selon le marquage de la CK-MM 

nous avons observé une chute importante du rendement de lyophilisation (marquage 15N 

simple : R = 86% ; marquage 15N/2H : R = 5%). Ce résultat est probablement dû à une 

modification de la stabilité thermodynamique de la protéine deutérée. Dans la littérature ce 

phénomène est reconnu pour de nombreuses protéines (99, 100). Afin de limiter la perte de 
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protéine active nous avons étudié d’autres méthodes de concentration afin de remplacer 

l’étape de congélation inhérente à la lyophilisation. Nous avons choisi pour la suite d’utiliser 

des filtres à centrifuger (AMICON de rejection à 10 kDa, Millipore) pour concentrer la CK-

MM. Dans les cas où la CK-MM est marquée U- 15N et U-15N/2H, nous obtenons un 

rendement de plus de 85%. La pureté de la protéine marquée est ensuite vérifiée par SDS-

Page (Figure 21) (101). 

 

 

Figure 21 : Evolution de la purification de la CK-MM par SDS-page. Les échantillons 
déposés sont préparés avec 10μL de solution et 10 μL de solution de dépôt 2 .   
 

II.1.3. Etape de dénaturation / renaturation de la CK-MM deutérée 

 
L’étape de dénaturation/renaturation est nécessaire pour permettre l’acquisition des 

signaux 1H en RMN, car elle permet l’échange total des deutériums labiles de la protéine6 par 

un proton (Figure 22) y compris ceux qui ne sont pas accessibles au solvant.  

 

                                                 
 
6 Même les résidus enfouis sont échangés. 
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Figure 22 : Représentation des échanges 2H/1H effectués après une étape de dénaturation / 
renaturation dans l’eau (H2O). 
 
 

Le protocole de dénaturation/renaturation a été proposé par Clottes et al. (102). Les 

différentes étapes sont présentées par la Figure 23. La dénaturation de la créatine kinase est 

initiée par l’ajout de chlorure de guanidinium. Selon Hagihara et al., ce composé est un agent 

de dénaturation chaotropique qui facilite la pénétration de l’eau dans les zones hydrophobes 

de la protéine, déstabilise les interactions électrostatiques et les liaisons hydrogènes (103). 

Pour une concentration de 0,8 M la dénaturation est totale au bout d’une heure, la perte 

d’activité enzymatique de la CK est vérifiée. La renaturation est initiée par dilution de l’agent 

dénaturant à une concentration de 0,3 M. Cette opération se déroule sur la nuit, ce qui permet 

d’avoir un maximum de CK renaturée (pas d’activité enzymatique mesurable car la protéine 

est trop diluée). Selon Leydier et al., l’ajout de DTT avant l’étape de renaturation permet de 

réduire les fonctions thiols de la protéine dénaturée pour éviter la formation de ponts 

dissulfures abortifs inter ou intra-chaînes (104). 
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Figure 23 ; Schéma de principe du protocole de dénaturation/renaturation de la CK-MM 
marquée 2H.  
 

L’échantillon renaturé est dilué afin que la concentration en chlorure de guanidinium 

soit à 0,1M, puis déposé sur la colonne de Blue Sepharose de manière à ce qu’elle ne soit pas 

saturée. Le rendement à la suite de l’étape de dénaturation / renaturation est estimé, sur 

l’activité enzymatique spécifique de la CK-MM (cf section II-1-4), à seulement 20%. Nous 

avons tenté des modifications du protocole. Pour cela nous avons testé deux températures de 

renaturation à 24°C et à 10°C. Les rendements de l’étape de dénaturation /renaturation à ces 

deux conditions ont été estimé à 30%. Compte tenu des difficultés nous avons alors décidé de 

ne pas effectuer cette étape. Ainsi seuls les groupements amides accessibles au solvant seront 

re-échangés et observés sur un spectre de type 1H-15N HSQC. 

 

II.1.4. Mesure d’activité enzymatique par le « pH-stat » 

 
Le "pH-stat" est une méthode qui permet de suivre l’évolution d’une réaction 

enzymatique. Elle exploite la libération d’un proton lors de la réaction enzymatique de la CK-

MM (105), dans le sens de la formation de la phosphocréatine et de l’ADP. Dans une cellule 

thermostatée à 30°C, sont introduits les substrats en excès soit : 1 mL d’une solution de 

MgADP (8 mM) et 1 mL d’une solution de créatine (80 mM), avant l’ajout de 5 μL 

d’échantillon CK-MM à mesurer. Les protons apparus lors de la réaction sont immédiatement 

neutralisés par addition automatique de soude à 10-2 M afin de maintenir constant le pH du 
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milieu réactionnel fixé à 8,8 (pH optimum de la CK-MM dans ce sens). La mesure de la 

quantité de soude ajoutée en fonction du temps permet l’estimation de l’activité enzymatique 

contenue dans l’échantillon, et donc de la concentration en enzyme active, sur la base de 

l’activité spécifique de la CK-MM (120μmol/min/mg)(105). 

 

II.2. Méthodes RMN : Etude dynamique de la CK-MM. 

 

II.2.1. Méthodes générales : 

 
Les expériences RMN ont toutes été réalisées à 28°C (301 K) sur un spectromètre 

Varian Inova 600 MHz équipé d’une sonde triple résonance 1H/13C/15N. Les échantillons sont 

préparés dans du tampon phosphate de sodium 20 mM à pH = 6,8 supplémenté par 10% D2O, 

et 0,01% (p/v) NaN3 pour un volume total de 500 à 600 μL.  

Les expériences RMN enregistrées au cours de cette thèse proviennent de la librairie de 

séquences RMN : Biopack Varian. Les paramètres d’acquisition des expériences 2D de type 
1H-15N HSQC et des expériences 3D de type HN(CO)CA, HNCA et HNCO sont répertoriées 

dans les tableaux 6 page 50 et 5 page 49 respectivement. 

Les données RMN ont été traitées avec NMRPipe (106) et visualisées par NMRViewJ (107) 

ou SPARKY (108). Les vitesses de relaxation R1 et R2 sont obtenues grâce au logiciel 

NMRViewJ (107). Les valeurs de vitesse R1 et R2 sont calculées à partir des intensités de 

résonances extraites des spectres RMN puis ajustées par une fonction exponentielle de type : 

tR
eAI 1R
e      (8) 

tR
eAI 2R
e      (9) 

L’incertitude sur l’intensité des pics est estimée à partir de l’écart type du bruit des spectres et 

des intervalles de confiances des R1 et R2 par des simulations Monte Carlo.  

     

Les variations de déplacement chimique sont calculées à partir du logiciel MATLAB à partir 

de l’équation suivante : 

2/12

15

2

1
2/5/

NH 151H
   (10) 

 

Le calcul d’accessibilité au solvant, de la CK-MM (1U6R), ont été réalisés en utilisant les 

paramètres proposés par défaut de Naccess (109). 
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II.2.2. Les expériences 2D : HSQC et HSQC-TROSY. 

 

II.2.2.1. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) 

 

Les expériences HSQC (110) sont des expériences bidimensionnelles hétéronucléaires 

qui permettent l’observation des corrélations entre proton et azote directement liés 1H-15N via 

les couplages scalaires des liaisons amides de la protéine (notée 1J) (Figure 24A). Il est donc 

nécessaire que la protéine soit marquée uniformément ou sélectivement en 15N. Il est ainsi 

possible d’observer chaque résidu de la protéine selon des coordonnées correspondant à 

chaque couple NH (sauf les prolines, et les résidus de l’extrémité N-terminale).  

 

II.2.2.2.  Séquence TROSY 

 
La largeur de raie des signaux RMN dépend des interactions dipolaires et de 

l’anisotropie de déplacement chimique (CSA =Chemical shift Anisotropy) (111). Le couplage 

dipolaire correspond à la capacité que possèdent deux noyaux dotés de spins nucléaires 

proches dans l’espace (inférieur à 5 Å) à interagir directement entre eux. L’anisotropie de 

déplacement chimique est la conséquence d’une interaction entre le nuage électronique de 

chaque atome avec le champ magnétique statique B0. Cette interaction est directement 

proportionnelle à B0. Les séquences TROSY (111) utilisent ces paramètres de relaxation pour 

améliorer l’exploitation des spectres RMN complexes. Contrairement aux séquences de type 

HSQC qui découplent l’information, conduisant à une raie moyennée sur le spectre dans deux 

dimensions (Figure 24A), les séquences TROSY utilisent le fait que les raies non découplées 

dans les deux dimensions du spectre ont des formes caractéristiques d’une répartition bien 

spécifique des paramètres de relaxation. En effet, pour chaque raie, les termes de couplage 

dipolaire et CSA prennent des valeurs qui se soustraient ou s’ajoutent (Figure 24B), la 

technique TROSY permet de ne conserver que la composante la plus fine du multiplet (Figure 

24C), permettant ainsi d’améliorer très sensiblement la résolution.  

Cette technique permet d’obtenir le terme CSA le plus grand donc les raies les plus fines 

(112) et de repousser les limites de la taille d’analyse des édifices moléculaires à environ 100 

kDa (113).   
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Figure 24 : Schéma du principe des spectres HSQC et HSQC-TROSY. A) schéma simplifié 
d’une corrélation de type HSQC découplé en 

1H et 15N. B) Chaque raie du spectre HSQC non 
découplé présente une forme spécifique (largeur de raie), caractéristique des interactions 
entre le couplage dipolaire (DC) et l’anisotropie de déplacement chimique (CSA) dans les 

deux dimensions. C) Les séquences de type HSQC-TROSY permettent de ne conserver que la 
composante la plus fine du multiplet. 
 
 
Cette approche n’est pas toujours synonyme de gain de sensibilité. Pour une protéine non 

deutérée, la proximité des protons favorise l’auto-relaxation par rapport à la relaxation croisée 

et l’approche TROSY se révèle être de sensibilité comparable à une expérience HSQC. En 

revanche, sur un échantillon deutéré l’expérience TROSY apporte un gain considérable en 

résolution et en sensibilité. 

II.2.3. Attribution de la CK-MM. 

 
L’attribution de la chaîne principale d’une protéine est une étape importante afin 

d’avoir accès à des informations structurales et dynamiques. Pour effectuer cette étape, la CK-

MM est marquée uniformément en 2H/13C/15N. La méthode d’attribution repose sur une 

combinaison d’expériences hétéronucléaires 3D qui permettent la corrélation de l’azote et du 

proton d’un résidu i avec un troisième atome, un carbone du même résidu ou du résidu i+1. 
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Ces corrélations se font par le transfert successif de l’aimantation à travers 1, 2, ou 3 liaisons 

covalentes via des couplages scalaires 1,2 ,3J (96, 114). Le principe des expériences utilisées 

est représenté dans la Figure 25 : il s’agit des expériences HN(CO)CA , HNCA, et HNCO 

(115). 

 

 

Figure 25: Principe du transfert de l’aimantation le long de la chaîne peptidique d’une 

protéine deutérée. 
 

L’expérience HN(CO)CA permet à partir du 1H amide du résidu i+1 d’identifier le 

carbone du résidu i. De la même manère, les expériences HNCA et HNCO permettent 

respectivement l’identification des carbones  des résidus i et i+1, et le carbone du 

groupement carboxyle du résidu i. L’ensemble de ces données permet de connecter des 

résidus consécutifs dans la séquence et donc de retracer la connexion de toute la chaîne 

peptidique. 

  

Afin de valider l’attribution de la CK, l’expérience 3D 15N-NOESY-HSQC (116) a été 

enregistrée. Cette expérience permet de corréler des protons amides avec d’autres protons 

proches dans l’espace. Dans le cas d’une protéine deutérée, les principales corrélations 
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observées sont celles de type 1HN-1HN. En plus d’apporter une vérification de l’attribution 

séquentielle par la connexion des protons amides voisins, cette expérience permet également 

de mettre en évidence la présence de structures secondaires par la corrélation des protons 

amides proches dans l’espace bien qu’éloignés dans la séquence primaire. 

 

Les paramètres d’acquisition de ces différentes expériences sont résumés dans le 

Tableau 5. 

  

Echantillons Expériences ns t1 (
1H) t2 (

13C) t3 (
15N) Tm 

U-2H/13C/15N –CKMM

[CK-MM]= 1,16 mM 

HN(CO)CA 20 1024 70 46 X 

HNCA 16 1024 72 44 X 

HNCO 24 1024 64 40 X 

U-2H /15N –CKMM 

[CK-MM] = 1 mM 

NOESY-HSQC 16 1024 100 42 120 ms 

200 ms 

Tableau 5 : Paramètres d’acquisition des expériences 3D (t1 (
1H), t2 (

13C), t3 (
15N) sont les 

nombres de point dans les dimensions proton 1H, carbone 13C et azote 15N respectivement ; 
ns= nombre de scans ; et Tm= temps de mélange). Les concentrations en CK-MM sont 
obtenues par mesure d’activité via pH-STAT. 
 

II.2.4. Expériences de relaxation R1, R2. 

 
Les mesures des vitesses de relaxation longitudinale R1 et transversale R2 permettent 

d’obtenir des informations sur la dynamique d’une protéine. Les vitesses de relaxation R1 et 

R2 sont associés respectivement aux temps de relaxation longitudinale T1 (1/R1) et au temps de 

relaxation transversale T2 (1/R2). Ces temps de relaxation sont responsables du retour à 

l’équilibre de l’aimantation macroscopique après excitation des systèmes de spin par une ou 

plusieurs impulsions de champs radiofréquence. En effet, le temps de relaxation T1 caractérise 

la reconstruction de l’aimantation suivant l’axe d’application du champ magnétique z (selon la 

loi mono-exponentielle, décrite par l’équation 11) (93).  

1

1

0
)(

T
t

zz
eMtM      (11) 

 

Et le temps de relaxation T2 traduit la disparition de l’aimantation du plan de mesure xy (selon 

l’équation 12).  

2

1

0
)(

T
t

xyxy
eMtM     (12) 
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où Mz(t) et Mxy(t) sont respectivement les composantes longitudinale et transversale de 

l’aimantation au temps t ; Mz0 et Mxy0 sont ces composantes au temps initial.  

Dans la pratique, la détermination des paramètres R1 et R2 se fait par échantillonnage 

en temps, des fonctions décroissantes Mz(t) et Mxy(t), à l’aide de séquences d’impulsion 

classiques. Les expériences R1 et R2 ont été enregistrées avec un délai de recyclage de 4 

secondes. 

 

Les expériences de relaxation sont mesurées pour la CK-MM seule à la concentration 

de 1 mM et en interaction avec MgADP ou Cr-MgADP-NO3
-. Le Tableau 6 fait un bilan des 

expériences de relaxation enregistrées.  

Echantillons ns Temps R1 (en ms) Temps R2 (en ms) 

U-2H/15N-CKMM 32 10, 200 (x2), 800, 

1500, 2500, 4000, 

et 5000. 

10, 30, 50, 70 (x2) 

et 90 

U-2H/15N –CKMM 

+ MgADP 

32 10, 200, 300, 600, 

800, 1000 et 1500 

U-2H/15N –CKMM 

+TSAC 

32 

Tableau 6 : Paramètres d’acquisition des expériences de relaxation R1 et R2 sur les 
échantillons U-2H/15N –CKMM seule, en interaction avec MgADP ([ADP] finale=2 mM, [Mg 
(CH3COO)2] finale=10 mM), puis Cr-MgADP-NO3

- en ajoutant dans le tube 
RMN :[créatine]finale=30 mM, [Na NO3]finale =25 mM. 
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III. Résultats et discussion

 

III.1. Attribution de la créatine kinase (CK-MM). 

 
L’étude RMN d’une protéine de haut poids moléculaire telle que la CK-MM 

(homodimères de 2 x 42 kDa) est complexe (page 34-36). Deux difficultés majeures sont 

rencontrées (117) : 

- La superposition des résonances 1H-15N due à un nombre très important de 

signaux. 

- Une augmentation de la largeur des signaux RMN est due à une 

augmentation de la vitesse de relaxation transversale R2. 

 

Lors de notre étude, la CK-MM est marquée uniformément au deutérium, afin d’augmenter le 

rapport signal sur bruit des spectres hétéronucléaires multidimensionnels enregistrés. Le 

marquage d’une protéine au deutérium n’est pas sans effet sur sa stabilité thermodynamique 

(99, 100, 118), structurale (119), fonctionnelle, etc. Les effets sont dépendants des protéines 

observées. Dans le cas des protéines deutérées suivantes : INtr d’E.coli (99), de la glutathione-

S-transferase (100), et la phycocyanine (118) la température de fusion (Tm) de la dénaturation 

thermique est abaissée de 5 à 10% environ. Ces résultats sont le reflet de la moindre 

stabilisation des 2H dans la liaison hydrogène (117). En effet, Piszczek et al. ont mis en 

évidence une diminution de la température de fusion (Tm) mais aussi une modification de 

l’enthalpie H°) pour la protéine deutérée INtr d’E.coli (99), à partir des études de 

calorimétrie (DSC : Differential Scanning Calorimetry). Or d’après l’équation 12, nous 

pouvons noter qu’une modification de l’enthalpie provoque une modification du G° (énergie 

libre entre la forme replié et la forme dénaturé d’une protéine).  

TSTTHTG STHG )(      (12) 

où S° et H° sont l’entropie et l’enthalpie, ces termes sont dépendants de la température. 

Dans le cas de la CK-MM nous avons pu noter que l’enzyme sous sa forme deutérée est 

toujours active, sans différence d’activité spécifique. Nous pouvons donc en déduire que la 

structure quaternaire de l’homo- dimère est parfaitement conservée. Lors des étapes de 

concentration par lyophilisation et de dénaturation / renaturation nous avons rencontré des 

problèmes majeurs de perte d’activité de la CK-MM marquée U-2H,15N. Ces problèmes 

pourraient être dus à une modification des propriétés thermodynamiques de la CK-MM 
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lorsqu’elle est deutérée. Cette hypothèse est soutenue par des mesures d’activité enzymatique 

après simple congélation sur la CK - MM deutérée et protonée. Nous avons observé une perte 

de 95% d’activité pour la CK-MM marquée U-2H alors que pour la CK-MM protonée une 

perte de 5% est enregistrée. Si la deuteration de la CK-MM induisait une telle modification de 

H° et donc un changement de la valeur de G°, le rendement médiocre de l’étape de 

dénaturation / renaturation en serait peut être la cause. G° est importante lors du repliement 

de la protéine. En effet, tant que l’énergie libre de repliement ∆G° d’une protéine est négative, 

la conformation native de la protéine est thermodynamiquement plus favorable que sa 

conformation dans un état dénaturé (120). 

Compte tenu des difficultés rencontrées dans l’étape de dénaturation / renaturation chimique, 

nous avons alors opté pour un re–échange simple dans H2O uniquement, de la CK-MM native 

et active, des protons amides accessibles au solvant. La Figure 26 montre le résultat obtenu 

après cet échange. La CK-MM est parfaitement stable au cours du temps puisque le spectre 

HSQC ne varie plus après quelques jours et est reproductible sur plusieurs mois (3 mois pour 

cette étude). 

  

 
Figure 26 : Expérience HSQC à 28°C de la CK-MM marquée U- 15N/2H, concentrée à 1,16 
mM dans un tampon 20 mM phosphate à pH=6,8. 
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On observe une assez bonne dispersion des résonances des protons amides entre 6 et 

12 ppm, ce qui est le reflet d’une protéine bien structurée. 161 signaux de corrélation 1H-15N 

peuvent être détéctés. Si on considère l’accessibilité au solvant calculée sur la totalité des 

atomes de la CK-MM homo-dimérique (code PDB 1U6R) on obtient, en fixant comme seuil 

25% d’accessibilité, 160 résidus accessibles au solvant dans la sous-unité A (dite ouverte). Ce 

seuil de 25% est couramment utilisé dans l’étude d’accessibilité au solvant de protéine, il a été 

proposé par Pollastri et al. (121) 

 

On observe également la présence de quelques résonances nettement plus intenses (R2 

faibles), ce qui suggère que ces résidus possèdent une dynamique différente du reste de la 

protéine. Ces signaux correspondent aux résonances observées par Anna Labernadie en 2008, 

montrant ainsi la reproductiblité de ses résultats. Dans la structure cristallographique de la 

CK-MM en absence de substrat, la boucle 320s n’a pu être modélisée (Figure 27B), ce qui 

suggère que cette boucle pourrait être dynamique (43, 44). De plus, nous pouvons noter que 

cette boucle est constituée de 4 glycines, 2 valines, et 2 alanines (Figure 27A). Du fait de cette 

composition particulière, nous avons pensé initialement qu’un échantillon de CK-MM marqué 

U- 2H,15N{Gly-Ala-Val} permettrait à lui seul d’attribuer la boucle 320s. Un monomère de la 

CK-MM est constitué de 33 glycines, 28 valines et de 13 alanines. Nous avons estimé à partir 

des accessibilités au solvant calculées, à 23 le nombre total de résidus Gly, Val, Ala 

accessibles au solvant.  

 

Figure 27 : A) Séquence de la boucle 320s de la CK-MM. B) Structure cristallographique 
d’un monomère de la CK-MM (code PDB : 2CRK). Les quatre résidus Arg320, Gly321, 
Thr322, et Ser332 de la boucle 320s non résolus par cristallographie, sont indiqués par une 
sphère rouge. 
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La Figure 28 représente les spectres 1H-15N HSQC et HSQC-TROSY qui ont été 

enregistrés sur cet échantillon. Il était en effet intéressant à ce stade, vu la simplicité du 

spectre, d’estimer le gain éventuel de la méthode TROSY (cf section II.2.2.2. pages 46-47). 

 

  

Figure 28: Superposition des spectres HSQC (en noir, 32 scans / incrément t1) et TROSY-
HSQC (en bleu, 160 scans / incrément t1) réalisés à 28°C sur la CK-MM marquée 
uniformément 2H et sélectivement en 15N sur les résidus Gly, Val, Ala et concentrée à 1 mM 
dans un tampon 20 mM phosphate à pH=6,8. Les signaux améliorés par effet TROSY sont 
encadrés en rouge et ceux pour lesquels nous observons une amélioration peu sensible sont 
encadrés en vert. 

 

La superposition des spectres HSQC-TROSY et HSQC met en évidence les 

différences selon les signaux 1H-15N. Certains sont mieux détectés (encadrés en rouge sur la 

Figure 28), alors que d’autres ont peu ou pas de différence significative (pics 

intenses encadrés en vert). Ces derniers sont probablement des signaux de segments plus 

mobiles incluant ceux peut-être de la boucle 320s. Compte tenu de ces observations, nous 

avons donc préféré enregistrer des spectres HSQC plutôt que HSQC-TROSY. Les 

expériences HSQC sont suffisantes pour observer les signaux d’éventuels segments mobiles 

au coût d’une sensibilité globale moindre. En effet, pour comparer à rapport signal sur bruit 

analogue, les spectres superposés en Figure 28, le nombre de scans par incréments t1 a dû être 

multiplié par 5 pour l’expérience TROSY. 

Sur le spectre HSQC de l’échantillon CK-MM marqué U-2H, 15N{Gly, Val, Ala} nous 

avons pu identifier d’après les valeurs trouvées dans les tables de déplacements chimiques ( ) 

(122), deux zones principales de déplacement chimique (Figure 29) : 
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- Une zone caractéristique des déplacements chimiques des couples NH des 

résidus Glycine (Gly) compris : 109 < N <114 ppm ; 8,0 < ppm. 

- Une zone pouvant correspondre au déplacement chimique des couples NH des 

résidus Valine (Val) et Alanine (Ala) compris : 115 < N < 126 ppm ; 7,3 < 

ppm. 

Afin de distinguer sans ambiguïté sur un spectre 1H-15N HSQC les résidus valine et alanine, 

nous avons enregistré une expérience HSQC sur un échantillon de CK-MM marqué U-2H, 
15N-{Gly, Val}. La Figure 29 représente la superposition du spectre 1H-15N de type HSQC de 

la CK-MM marqué U-2H, 15N{Gly, Val} et celui de la CK-MM marquée U-2H, 15N{Gly, Val, 

Ala}.  

 

Figure 29: Superposition des spectres 1H-15N HSQC de la CK-MM marquée U-2H,15N-{Gly-
Ala-Val} (en bleu) concentrée à 200 μM et 1H-15N HSQC de la CK-MM marquée U-2H,15N-
{Gly-Val} (en rouge) concentrée à 260 μM dans un tampon 20 mM phosphate à pH=6,8. Les 
expériences 1H-15N HSQC sont réalisées à 28°C.  
 
Nous observons une superposition parfaite des deux spectres 1H-15N HSQC dans la zone 

caractéristique des résidus glycines. Le marquage de la CK-MM en 15N {Gly, Val}, permet 

d’identifier sans ambiguïté que les résidus encadrés en bleu sont des valines et que ceux 

encadrés en vert sont des alanines. Un échantillon de 15N-{Ala} aurait aussi permis une telle 

identification. 

 

Dans le but de confirmer les spectres obtenues par Anna Labernadie au Laboratoire, 

nous avons reproduit une expérience 3D 1H-1H-15N NOESY-HSQC sur l’échantillon CK-MM 
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marqué U-15N. Sur la Figure 30, on observe les couplages nOes inter et intra- résidus qui 

permettent de proposer une attribution séquentielle de la région flexible.  

 

 

Figure 30 : Plans 1H-1HN du spectre 1H-1H-15N NOESY-HSQC (temps de mélange =120 ms) 
de la CK-MM marquée 15N. A) Plans prenant en compte la région aliphatique et HN et B) 

Agrandissement sur la partie HN. Les flèches vertes présentent les corrélations nOes inter- 
résidus entre le HN du résidu i et le proton d’un résidu i-1. 
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Pour pouvoir obtenir une attribution séquentielle à partir d’une expérience de type 

NOESY-HSQC, il est nécessaire d’identifier sans ambiguïté les nOes intra-résidus 

(corrélation entre le proton amide et les protons d’un même résidu) et les nOes inter-résidus 

(corrélation entre le proton amide et les protons d’un résidu proche dans l’espace). Du fait de 

l’importante mobilité de cette boucle, les valeurs de déplacement chimique 1H observés sur la 

Figure 30 pour les différents résidus sont proches des déplacements chimiques moyens 

trouvés dans la littérature pour une structure "random coil" (122). En effet, dans la littérature 

nous trouvons que les H  H , et CH3  d’une valine sont à 4,18 ppm, 2,13 ppm et 0,97ppm 

respectivement. Sur la Figure 30, nous observons que les H  H , et CH3  du résidu Val324 

sont à 4 ppm, 2,1 ppm, et 0,9 ppm respectivement. Nous pouvons effectuer le même 

raisonnement pour les différents résidus de la boucle et ainsi différencier les probables nOes 

intra-résidus des nOes inter-résidus.  

 

Nous pouvons également noter une dégénérescence des H du fait de la nature 

répétitive des résidus Ala, Val et Gly, mais aussi parce que les valeurs de déplacement 

chimique de ce proton sont proches sur la Figure 30 (Tableau 7 page 62) et dans la littérature 

(respectivement : 4,35 ppm, 4,18ppm, et 3,97 ppm). Ainsi une attribution à partir des H  est 

très compliquée car il est impossible de différencier les nOes inter des nOes intra-résidus.  

Des corrélations nOes inter- résidus sont observées entre les 1HN- 1HN des huit résidus de la 

boucle, ce qui permet d’établir l’attribution hypothétique de la boucle flexible. En effet, on 

peut noter sur la Figure 30B des corrélations entre le HN du résidu Gly323 à 8,39 ppm et le HN 

du résidu Val324. Le HN Val324 à 8,10 ppm corrèle avec le HN Asp325. Et ainsi de suite, de 

cette façon nous pouvons attribuer la région flexible jusqu’au résidu Gly330, le chemin de 

corrélation est annoté sur la Figure 30B. A l’aide des corrélations inter-résidus observées dans 

la partie aliphatique, nous avons confirmé cette attribution. A partir de la Figure 30A, on peut 

noter la présence de nOes inter-résidus entre le HN Asp325 et les H , H  et CH3  du résidu 

précédant Val324. Le H l'Asp325 corrèle avec le HN
 Thr326. De plus, nous observons une 

corrélation entre le CH3 Thr326 avec le HN
 Ala327, et ainsi de suite jusqu’au résidu Gly330 

(chemin de corrélation indiqué sur la Figure 30A). 

Nous observons également des corrélations nOes inter-résidus entre le HN du résidu Gly323 et 

un ou plusieurs acides aminés n’appartenant pas à cette boucle. L’ensemble de ces 

observations permet de proposer une attribution de la boucle 320s, du résidu Gly323 à la 
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Gly330. Ce résultat est en accord avec l’attribution proposée par Anna Labernadie basée 

également sur des expériences NOESY-HSQC.  

 

Afin de confirmer cette attribution, nous avons décidé d’enregistrer des expériences 

RMN 3D de type : HNCA, HNCO, HN(CO)CA, avec un échantillon de CK-MM marqué U-
2H/13C/15N. Du fait du poids moléculaire important de la CK-MM, nous observons sur les 

plans 1H-15N HSQC de ces expériences une perte importante du rapport signal sur bruit par 

rapport à la Figure 26. On note que seuls les résidus ayant des R2 faibles tels que ceux de la 

boucle 320s sont observés (Figure 31). Ainsi l’attribution de la CK-MM est restreinte sur ce 

segment mobile.  
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Figure 31 : Plan 15N-1HN HSQC des expériences RMN 3D : A) HN(CO)CA, B) HNCA, C) 
HNCO réalisées à 28°C sur un échantillon CK-MM marqué U-2H/13C/15N à 1 mM dans un 
tampon 20 mM phosphate pH=6,8. 
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Les plans 13C-1HN extraite des expériences HN(CO)CA et HNCA sont représentées 

sur la Figure 32. L’expérience de type HN(CO)CA permet d’observer la corrélation entre le 

groupement amide du résidu i avec le C  du résidu i-1. Et avec l’expérience HNCA, on 

observe les corrélations entre le groupement amide du résidu i avec son C  et avec le C  du 

résidu i-1.  

 

 

Figure 32 : Plans 13C-1HN des spectres 3D HNCA et HN(CO)CA. Ces expériences 
d’attribution 3D sont réalisées sur un échantillon CK-MM marqué U- 2H/13C/15N] à 28°C. 
Les paramètres d’acquisition sont notés dans le tableau 5 page 49.  
 

L’attribution débute par l’observation de la corrélation entre le HN du résidu i à 8,09 ppm 

(Val324) et le C  à 44,7 ppm du résidu i-1 sur l’expérience HN(CO)CA. Cette valeur de 

déplacement chimique est caractéristique du C d’un résidu glycine (Gly323) (123). Pour le 

même résidu i, la bande 13C-1HN de l’expérience HNCA présente deux taches de 

corrélations : une à 44,7 ppm qui correspond au C  de Gly323 et une autre à 62,4 ppm qui 

correspond à son propre C Val  Sur le spectre HN(CO)CA, on peut noter la présence 

d’une corrélation entre le C du résidu Val324 et le HN à 8,4 ppm (D325). Sur la bande 13C-

1HN HNCA de ce résidu, on observe une corrélation à 62,4 ppm qui correspond au C du 

résidu précédant Val324 et une seconde à 54,3 ppm correspondant à son propre C . A partir 

de cette corrélation et comme décrit précédemment, il est possible d'attribuer les résidus de la 

boucle jusqu'au résidu Gly330.  

On remarque que les bandes 13C-1HN des expériences HNCA et HN(CO)CA ne présentent 

aucune corrélation pour les résidus Gly223 et Gly330 (seulement HNCA). Les HN de ces 

résidus ne sont pas visualisés sur les plans HSQC de ces expériences, sauf pour la Gly330 sur 



 - 61 - 

l’expérience HN(CO)CA. Nous supposons que la perte d’information des résidus glycine est 

induite par une différence de relaxation des C . Les expériences de dynamique sur la boucle 

320s indiquent que les résidus glycine localisés aux extrémités de la boucle sont moins 

dynamiques que ceux localisés au centre (Figure 39B-CK seul cf section III.2.2. page 71).  

 

Le spectre HNCO de l’échantillon CK-MM marqué U-2H-15N-13C, permet d’observer les 

corrélations entre le HN du résidu i avec le groupement CO du résidu i-1. La Figure 33 

présente les plans 13C-1HN des résidus de la boucle 320s. 

 

 

Figure 33 : Plans 13C-1HN du spectre 3D HNCO enregistré sur échantillon CK-MM marqué 
U-2H-15N-13

C à 28°C. Les paramètres d’acquisition sont notés dans le tableau 5 page 49. 
 

On remarque que tous les HN des résidus de la boucle 320s corrèlent avec le groupement CO 

du résidu précédent, sauf la Gly323. On observe par exemple que le HN du résidu Ala327 

corrèle avec le CO de la Thr326 à 174,7 ppm.  

 

A partir de l’ensemble des expériences d’attribution enregistrées, tels que HN(CO)CA, 

HNCO, NOESY-HSQC et HNCA nous avons pu confirmer l’attribution séquentielle de la 

boucle 320s : du résidu Gly323 à la Gly330.  
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 Le Tableau 7 résume les déplacements chimiques des H, C et CO des résidus de la boucle 

320s, obtenus par l’ensemble des expériences d’attribution : HN(CO)CA, HNCA, HNCO, et 

NOESY-HSQC. 

 

 Expérience Gly323 Val324 Asp325 Thr326 Ala327 Ala328 Val329 Gly330 

NH HSQC 8,4 8,1 8,4 7,8 8,2 7,9 7,9 8,4 

HN NOESY-

HSQC 

8,4 8,10 8,4 7,7 8,2 7,8 7,9 N.O. 

H  4,01* 4,00* 4,10* 4,20* 4,20* 4,30* 4,30* 3,91*

H  - 2,12* 2,71* 4,20* 1,32* 1,20* 2,10* - 

CH3  - 0,90* - 1,21* - - 0,90* - 

C  HN(CO)CA 

et HNCA 

44,7 62,4 54,3 62,1 52,2 52,4 62,2 N.O. 

CO HNCO 174,4 176,1 176,6 174,7 177,7 177,7 177,0 174,4 

 
 Tableau 7: Tableau récapitulatif des déplacements chimiques en ppm ((  des H, CC et CO 
des résidus de la boucle 320s, obtenus par l’ensemble des expériences d’attribution RMN. Les 

astérisques mettent en évidence que les  sont hypothétiques car basés sur des tables de 
déplacement chimique moyen déterminés pour les 20 acides aminés dans une structure 
"random coil". Le sigle N.O. signifie non observé. 
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L’attribution de la boucle 320s (Gly323 - Gly330) sur le spectre 1H-15N HSQC de la 

CK-MM marquée U-2H/15N est représentée sur la Figure 34.  

 

 

Figure 34 : Spectre 1H-15N HSQC de la CK-MM marquée U- 2H, 15N, 1 mM, 20 mM 
phosphate, pH=6,8, 28°C. L’attribution de la boucle 320s est indiquée dans 
l’agrandissement. 

 

Dans la littérature, seule l’arginine kinase (AK), une enzyme de la famille des 

guanidino-kinases et homologue de la CK, a été totalement attribuée en RMN. Il s’agit d’une 

enzyme monomérique de 381 acides aminés et non un homodimére comme la CK-MM. Son 

attribution a pu être réalisée à partir d’un échantillon perdeutéré, en utilisant des expériences  

TROSY 3D triple résonance à 800 MHz (124). 
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III.2. Etude dynamique de la boucle 320s en présence de MgADP, 
nitrate et créatine. 

 

III.2.1. Perturbation des déplacements chimiques de la boucle 320s 
de la CK-MM lors de l’ajout des constituants du complexe de l’état 
analogue de transition. 

 
Dans le but de caractériser l’interaction entre la CK-MM et les constituants du 

complexe de l’état analogue de transition (TSAC), nous avons enregistré des expériences de 

type 1H-15N HSQC lors de l’ajout de MgADP et de Cr-NO3
- dans un échantillon de CK-MM. 

Les concentrations finales en CK-MM et en substrat sont répertoriées dans le Tableau 8 pour 

chaque expérience.  

 

 [CK-MM] [Mg2+] [ADP] [NO3
-] [créatine] 

Expérience de type HSQC 

CK seule 800 μM - - - - 

CK –MgADP 792 μM 10 mM 2 mM - - 

CK – Cr-MgADP-NO3
- 784 μM 10 mM 2 mM 25 mM 30 mM 

Tableau 8 : Récapitulatif des concentrations finales en CK-MM, Mg2+, ADP, NO3
-, et la 

créatine pour les trois expériences de type HSQC. 
 

Les expériences HSQC enregistrées sur la CK-MM en présence de MgADP ou de Cr-

MgADP-NO3
- sont réalisées à des concentrations saturantes des différents substrats, de façon 

à permettre leur fixation optimale sur les deux monomères de l’enzyme (89). Ainsi en 

présence de Cr-MgADP-NO3
-, l’enzyme est complètement sous la forme du complexe 

analogue de l’état de transition : TSAC. La constante d’affinité de ce complexe a été estimée à 

Kd = 0,4 nM3 (40). 

Sur le spectre 1H-15N HSQC de la CK-MM libre, présenté par la Figure 35A, on peut 

noter que les HN des huit résidus attribués de la boucle 320s sont isolés et présentent une 

forte intensité.  
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Figure 35 : Expériences de perturbation de déplacement chimique réalisées à 28°C. A) Partie 
du spectre 1H-15N HSQC de la CK-MM libre (noir). B) Superposition des spectres 1H-15N 
HSQC de la CK-MM libre (noir) et de la CK-MM en interaction avec MgADP (en rouge). 
L’attribution de la boucle 320s est indiquée en rouge pour la CK libre et en noir lorsqu’elle 

est complexée à MgADP. La concentration des différents ligands sont [Mg2+]= 10 mM, 
[ADP] = 2 mM. Expériences réalisées à partir d’un échantillon CK-MM, 800 μM, 20 mM 
phosphate, pH=6,8. Les NH2 des fonctions amides des chaînes latérales des Asn et Gln sont 
représentés avec un trait pointillé.  

A. 

B. 
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La superposition des spectres 1H-15N HSQC de la CK-MM libre et de la CK-MM 

complexée à MgADP est présentée par la Figure 35B. A partir de cette figure, nous observons 

que l’ajout de MgADP induit des perturbations de déplacement chimique ( ) des résidus non 

attribués (dont ceux des chaînes latérales Asn et Gln), et ceux de la boucle 320s. Nous 

observons également la disparition de certaines résonances HN, dont celle du résidu Gly330. 

  

Les variations de déplacement chimique ( ) sont calculées sur 60 résidus non 

attribués isolés et les huit résidus attribués de la boucle 320s. L’attribution de ces résonances 

après l’ajout de MgADP est simple, car ces résidus sont isolés et donc repérables et les  des 

résidus non attribués ne permettent pas d’ambiguïté. L’attribution de la boucle 320s repose 

également sur l’hypothèse que les intensités des résonances HN des résidus sont toujours plus 

importantes que le reste de la protéine. Il existe cependant une incertitude sur l’attribution de 

la Val324. Afin de confirmer cette attribution, nous aurions pu réaliser une titration de la CK-

MM par MgADP, ou enregistrer des expériences de type HNCA ou HNCOCA sur 

l’échantillon de CK-MM complexée avec MgADP, mais par manque de temps nous n’avons 

pu enregistrer aucune de ces expériences.  

 

La Figure 36 représente les variations de déplacement chimique pour les 60 résidus et 

les résidus de la boucle. Nous pouvons noter que les résidus de la boucle 320s sont plus 

perturbés que les 60 résidus non attribués sélectionnés, avec une moyenne de ppm 

et de 0,048 ppm respectivement. Nous observons également que 26 des résidus non attribués 

de la sélection ont un  > 0,048 ppm. Cela suggère que ces résidus sont perturbés par l’ajout 

de MgADP, ils peuvent être localisés soit dans le site actif, soit impliqués dans le 

positionnement de la boucle 320s, comme par exemple l’extrémité N-terminale. Ces résultats 

indiquent qu’en présence de MgADP les résidus de la boucle 320s perçoivent une 

modification de leur environnement chimique induite par une interaction avec le substrat. 
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Figure 36: Profils des perturbations de déplacement chimique pour la CK-MM libre et en 
complexe avec MgADP: A) pour une sélection de 60 pics résolus et B) pour les résidus de la 
boucle 320s. Les concentrations des différents ligands sont [Mg2+] = 10 mM et [ADP] = 2 
mM et [CK] = 800 μM.  
 

Nos résultats sont confirmés par la structure cristallographique de la CK-MM en présence des 

substrats : Cr-MgADP-NO3
- (code PDB : 1U6R). La Figure 37 représente les interactions de 

la CK-MM avec MgADP observées dans le cristal (code PDB : 1U6R). Ces interactions 

illustrent le contact entre la boucle 320s avec l’ADP par l’intermédiaire de : Gly322, Arg319 

et Gly323 (44).  

 

Figure 37 : Représentation avec le logiciel Ligplot des interactions hydrophobes (rouge) et 
des liaisons hydrogènes entre MgADP et les résidus de la poche d’interaction. Les résidus 

encadrés en noir sont les résidus de la boucle 320s. 
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En solution, les expériences de diffraction à Rayons X aux petits angles sur la CK-

MM complexée à MgADP ont mis en évidence une diminution du rayon de gyration de la 

protéine. En effet, Forstner et al. observent un rayon de giration de 21,5 Å pour la CK-MM 

libre et une valeur de 19,7 Å pour le complexe CK-MM/MgADP. Ceci indique que la 

protéine subit des modifications structurales lors de la fixation de MgADP (125).  

   

Sur le spectre 1H-15N HSQC de la CK-MM complexée à Cr-MgADP-NO3
-, présenté 

en Figure 38, nous observons une perte significative du rapport signal sur bruit. Dans un 

premier temps, nous avons supposé que cette perte de sensibilité était induite par la 

dénaturation de la protéine, car nous observions un précipité au fond du tube RMN. Après 

analyse du spectre, nous avons noté que l’intensité des résonances 1H-15N des NH2 des 

chaînes latérales des résidus Asn et Gln, sorte de "témoins internes" du spectre, sont du même 

ordre de grandeur entre les expériences HSQC. De plus l’activité enzymatique de cet 

échantillon met  en évidence que la CK-MM est active (avec une perte d’activité estimée à 10 

%). L’ensemble de ces informations suggère que la perte du rapport signal sur bruit n’est pas 

due à la précipitation de la protéine mais à une modification de la dynamique de certains 

résidus comme la boucle 320s. En effet, on peut supposer que certaines raies coalescent du 

fait de l’apparition d’un régime d’échange intermédiaire (kex ~ ). 

Dans ces conditions, il est hélas impossible de suivre les variations de déplacement chimique 

de la boucle 320s car l’attribution des résonances après formation du TSAC ne peut plus être 

réalisée. A contrario, nous pouvons observer sur la Figure 38A, une variation de déplacement 

chimique des résonances HN des chaînes latérales Asn et Gln. En effet, d’après l’étude 

d’accessibilité au solvant réalisée sur la CK-MM homo-dimérique, 18 résidus Asn et Gln sont 

accessibles au solvant. Parmi ces résidus, Asn4, Asn12, et Asn26 sont localisés à l’extrémité 

N-terminale d’un monomère. Or cette région est connue dans la littérature pour subir des 

réarrangements structuraux importants après la fixation des substrats (44).  
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Figure 38 : Expériences de perturbation de déplacement chimique réalisées à 28°C. A) 
Superposition des spectres 1H-15N HSQC de la CK-MM libre (noir), de la CK-MM en 
interaction avec MgADP (en rouge) et de la CK-MM en interaction avec Cr-MgADP-NO3

- 
(en vert). L’attribution de la boucle 320s est celle en présence de MgADP (rouge). B) Spectre 
HSQC du complexe TSAC. La concentration des différents ligands sont [Mg2+] = 10 mM, 
[ADP] = 2 mM, [créatine] = 30 mM et [NO3

-] = 25 mM. Expériences réalisées à partir d’un 

échantillon CK-MM, 800 μM, 20 mM phosphate, pH=6,8. 
   

B. 

A. 
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Les résultats obtenus sur la CK-MM seule, complexée à MgADP ou sous forme de 

TSAC concordent avec les résultats préliminaires d’Anna Labernadie, obtenus au Laboratoire 

en 2008, sur l’étude des modifications structurales de la CK-MM lors de l’ajout des 

composants du complexe d’état analogue de transition.  

 

III.2.2. Mesure des vitesses de relaxations R1 et R2 de la boucle 
320s lors de l’ajout des constituants du TSAC. 

 
 

 Pour avoir une perception plus précise de la dynamique de la boucle 320s, nous avons 

enregistré des expériences de relaxation R1, R2 sur un échantillon de CK-MM marqué U-
2H/15N en absence de ligands et en complexe avec MgADP et Cr-MgADP-NO3

-. La mesure 

des vitesses de relaxation des résidus de la CK-MM en présence de MgADP, est basée sur 

l’attribution hypothétique de la boucle 320s déterminée dans la section III.2.1. 

Ces expériences permettent d’évaluer des paramètres sensibles à des dynamiques de l’ordre 

de la ps –ns. La Figure 39 représente les profils de relaxation R1 et R2 pour la CK-MM libre et 

la CK-MM en complexe avec MgADP. Les résidus possédant des valeurs et des erreurs de R1 

et R2 aberrantes sont éliminées de notre analyse, c’est le cas de la valeur de R2 de la Val329 

(Figure 39CD-en présence de MgADP). Nous pouvons également noté que le résidu Gly330 

n’est pas analysé lorsque la CK-MM est complexée à MgADP, car en présence de ce substrat 

la résonance HN de ce résidu disparaît dans le bruit. Sur la Figure 39, les valeurs des vitesses 

de relaxation R1 et R2 de la boucle 320s sont indiquées en rouge, alors que celles des résidus 

non attribués de la protéine sont en gris.  
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Figure 39: Les vitesses de relaxation R1 et R2 pour la CK seule et pour le complexe CK-
MgADP. A) Vitesses R1 et C) R2 sur l’ensemble des pics résolus à l’exception des chaînes 

latérales sur le spectre 1H-15N HSQC (en gris = résidus non attribués de la CK et en rouge = 
résidus attribués de la boucle 320s). B) Vitesses R1 et D) R2 uniquement pour les résidus 
attribués de la boucle. 
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Dans le cas de la CK-MM libre, nous pouvons noter que les valeurs de R1 de la boucle 

320s sont plus élevées que le reste de la protéine. En effet, les valeurs moyennes de R1 pour 

les résidus de la boucle et les résidus non attribués (ne comprenant pas les chaînes latérales : 

Asn et Gln) sont respectivement de 1,33 ± 0,20 s-1 et 0,34 ± 0,06 s-1. De manière similaire, 

nous observons également une diminution des valeurs moyennes de R2 de la boucle 320s (R2 = 

18,3 ± 0,6 s-1) par rapport aux valeurs du reste de la protéine (R2 = 21,7 ± 2,3 s-1). Cette 

différence de vitesse de relaxation indique clairement une dynamique importante (flexible) de 

la boucle 320s par rapport au reste de la protéine. Nous observons également que certains 

résidus non attribués de la protéine ont une dynamique rapide ; ils appartiennent 

probablement à l’extrémité C-terminale de l’enzyme (l’extrémité N-terminale est impliquée 

dans la dimérisation de la CK-MM).  

 

En présence du ligand MgADP, la différence entre les valeurs de R1 et R2 des résidus 

de la boucle et ceux de la protéine diminuent. En effet, nous avons mesuré une valeur 

moyenne de R1 = 1,0 ± 0,1 s-1 pour les résidus de la boucle et une valeur moyenne de R1 = 

0,47 ± 0,11 s-1 pour les autres résidus observés (boucle 320s et des chaînes latérales exclues). 

Nous avons ensuite mesuré une valeur moyenne de R2 = 24,6 ± 3,0 s-1 pour la boucle et une 

valeur moyenne de R2 = 20,4 ± 4,1 s-1 pour le reste de la protéine. Ces résultats suggèrent que 

la boucle 320s est moins flexible en présence de MgADP, mais elle reste tout de même plus 

dynamique que le reste de la protéine. Ce résultat est confirmé par les structures 

cristallographiques de la CK-MM en absence et en présence de Cr-MgADP-NO3
- 

(respectivement code PDB : 2CRK et 1U6R) (43, 44). En effet, il est observé que la boucle 

320s en absence de substrat n’est pas modélisée, ce qui témoigne d’une flexibilité importante 

tandis qu’elle est structurée et observée en présence de MgADP.  

 

 Du fait d’un élargissement important des résonances il est impossible d’attribuer 

formellement les résidus de la boucle 320s pour le complexe TSAC, mais nous avons calculé 

les valeurs moyennes de R1 et R2 pour les résidus non attribués de la CK-MM (R1= 0,45 ± 

0,14 s-1 et R2 = 17,3 ± 3,2s-1). On peut estimer que les résidus de la boucle 320s ne sont plus 

distinguables du reste de la protéine car leurs vitesses de relaxation sont du même ordre de 

grandeur.  

 

La comparaison entre les valeurs de R1 recalculées théoriquement avec le logiciel 

HYDRONMR sur la structure cristallographique de la CK-MM (code PDB : 1U6R) (R1 = 
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(0,31 ± 0,02) s-1) (30) et ceux mesurées expérimentalement ici indique que la CK-MM libre 

ou en complexe, dans ces conditions de concentration, est bien un dimère (pas d’auto-

association de dimère).  

 

Les valeurs de R1 et R2 pour la boucle 320s et pour les résidus non attribués de la CK-

MM sont répertoriées dans le Tableau 9.  

 

  R1 (s
-1) R2 (s

-1) 

CK 
CK sans la boucle et chaîne latérale 0,34 ± 0,06 21,7 ± 2,3 

Boucle 320s 1,33 ± 0,19 18,3 ± 0,6 

CK-MgADP 
CK sans la boucle et chaîne latérale 0,47 ± 0,11 20,4 ± 4,1 

Boucle 320s 1,0 ± 0,1 24,6 ± 3,1 

CK-TSAC 
CK sans la boucle et chaîne latérale 0,45 ± 0,14 17,3 ± 3,2 

Boucle 320s x x 

Tableau 9: Résumé des valeurs moyennes des vitesses de relaxation R1 et R2 pour la CK-MM 
libre, les complexes CK-MgADP et CK-TSAC en prenant en compte tous les résidus de la CK, 
ou les résidus de la boucle 320s.  
 

Nos résultats de perturbation de déplacement chimique et de relaxation suggèrent que 

cette différence de dynamique en présence des substrats est due à la stabilisation de la boucle 

320s, pour les deux monomères, via des interactions avec les substrats. En effet, la structure 

cristallographique de la rm-CK (44) met en évidence que la fixation de Cr-MgADP-NO3
- dans 

une des sous-unités de l’homodimère induit des modifications structurales importantes telles 

que la fermeture du site actif par le rapprochement des boucles 320s et 60s. L’interaction 

ionique entre les résidus Asp325 de la boucle 320s et His66 de la boucle 60s provoque 

l’alignement correct des substrats dans le site actif et stabilise la boucle 320s (Figure 10 page 

21).  

 

Afin de discuter nos résultats obtenus sur la CK, nous les avons comparé à ceux 

décrits dans la littérature pour deux autres phosphagènes kinases : l’arginine kinase (AK) et la 

lombricine kinase (LK). En effet, ces deux protéines sont des homologues de la CK avec plus 

de 40% d’identité de séquence et une origine évolutive commune (Figure 40).  
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Figure 40 : Alignement multiple des séquences de la créatine kinase musculaire humaine 
(Entrée uniprot P06732), de l’arginine kinase de Limulus polyphemus (P511541), et de la 
lombricine kinase (O15991).* signifie conservé, : signifie similaire.  

 

Ces enzymes catalysent le transfert réversible d’un groupement phosphate entre l’ATP 

et un groupement guanidilique (respectivement l’arginine, la créatine et la lombricine). Ces 

enzymes possèdent une topologie structurale identique : un domaine N-terminal (NTD) 

organisé en hélice  connectée par une boucle flexible à un large domaine C-terminal (CTD) 

et une structure quaternaire différente. En effet, l’AK est typiquement fonctionnelle sous la 

forme d’un monomère alors que la LK et la CK sont actives sous forme dimèrique  

 
Il existe de nombreuses structures cristallographiques de ces protéines en présence ou 

en absence de substrats (Tableau 10). 

 

 

 

 

 

 

 

MPFGNTHNKFKLNYKPEEEYPDLSKHNNHMAKVLTLELYKKLRDKETPSGFTVDDVIQTGVDNPGHPFIM   70  CK-MM 

MPKFTARQNFP-DYKS-------NGHKCMVGRHLTEDMYERLYELRTPNGVSIDKCIQPSVDNTGR----   58  LK    

MVDQATLDKLEAGFKK---LQEASDCKSLLKKHLTKDVFDSIKNKKTGMGATLLDVIQSGVENLDS----   63  AK    

*    : :::  .:*        .  :  : : ** :::. : : .*  * :: . **..*:* .      

 

TVGCVAGDEESYEVFKELFDPIISDRHGGYKPTDKHKT-DLNHENLKGGDDLDPNYVLSSRVRTGRSIKG  139  CK-MM 

IIGLVAGDPESYEVFKELFDAVINEKHGGFGPTDKHPPPDLNANALVGG-QFDPKYVKSARIRTGRSVKG  127  LK   

GVGIYAPDAESYRTFGPLFDPIIDDYHGGFKLTDKHPPKEWGDINTLVDLDPGGQFIISTRVRCGRSLQG  133  AK    

 :*  * * ***..*  ***.:*.: ***:  **** . : .      . : . ::: *:*:* ***::* 

 

YTLPPHCSRGERRAVEKLSVEALNSLTGEFKGKYYPLKSMTEKEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR  209  CK-MM   

FCLPPSISRAERREVERIIVDALAGLEGDLAGVYYPLKKMTPEQEKQLIADHFLFQKPTGHLMVNSGAVR  197  LK   

YPFNPCLTAEQYKEMEEKVSSTLSSMEDELKGTYYPLTGMSKATQQQLIDDHFLFKE-GDRFLQTANACR  202  AK 

  : *  :  : : :*.   .:* .: .:: * ****. *:   ::*** *****.:  . ::  :.  *  

 

DWPDARGIWHNDNKSFLVWVNEEDHLRVISMEKGGNMKEVFRRFCVGLQKIEEIFKKAGHPFMWNQHLGY  279  CK-MM   

DWPDARGIWHNKDKTFLIWINEEDQVRIIAMQHGGDVKAVFERFSRGLTQIEGLMKKHGHEFAWSERLGY  267  LK   

YWPTGRGIFHNDAKTFLVWVNEEDHLRIISMQKGGDLKTVYKRLVTAVDNIESKLP-----FSHDDRFGF  267  AK    

 ** .***:**. *:**:*:****::*:*:*::**::* *:.*:  .: :**  :      *  .:::*: 

 

VLTCPSNLGTGLRGGVHVKLAHLSKHPK-FEEILTRLRLQKRGTGGVDTAAVGSVFDVSNADRLGSSEVE  348  CK-MM   

ICTCPSNLGTGLRASVHLQLHKLSKHPK-FEEIILAFHLQKRGTGGEHTEAVDDVYDISNRARLKKSERE  336  LK   

LTFCPTNLGTTMRASVHIQLPKLAKDRKVLEDIASKFNLQVRGTRGEHTESEGGVYDISNKRRLGLTEYQ  337  AK  

:  **:**** :*  **::* :*:*. * :*:*   :.** *** * .* : ..*:*:**  **  :* : 

 

QVQLVVDGVKLMVEMEKKLEKGQSIDDMIPAQK--  381  CK-MM    

FVQLLIDGVGKLIEYEKLLEAGKSIDDVLPASLKG  371  LK    

AVREMQDGILEMIKMEKAAA---------------  357  AK 

 *: : **:  ::: **                      
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Code PDB Protéine Résolution (en Å) Substrat Référence 

1M15 AK 

monomère 

1,20 TSAC Yousef, 2002 (126) 

3M10 1,70 NON Niu, 2010 (127)

1M80 2,4 NON Yousef, 2003 (128) 

3JPZ LK 1,95 NON Bush, 2011 (129) 

3JQ3 2,5 ADP Bush, 2011 (129) 

1U6R CK 1,65 TSAC Ohren, 2007 (44) 

Tableau 10 : Récapitulatif des structures cristallographiques résolues pour l’arginine kinase, 

la lombricine kinase et la créatine kinase. Pour l’arginine kinase, les substrats sont MgADP, 

nitrate et arginine. Pour la créatine kinase, il s’agit de MgADP, nitrate et créatine.  
 

Dans l’ensemble de ces structures, on observe la présence de deux boucles impliquées 

dans la catalyse enzymatique. La première est localisée dans le NTD (58-63 pour AK ; 53-58 

pour la LK et 60-70 pour la CK) et facilite la fixation du substrat guanidilique. La seconde 

boucle est localisée dans le CTD (311-319 pour LK ; 309-317 pour AK, et 320-330 pour la 

CK), et permet l’alignement correct du composé guanidilique avec le nucléotide (43, 81). 

Cette boucle est résolue par cristallographie uniquement pour la forme libre de la LK et pour 

les 3 enzymes en présence de substrat. Pour les autres structures, cette région présente une 

densité électronique faible et n’est donc pas visualisée sur la structure cristallographique. 

Cette différence de dynamique de la boucle 320s observée pour la LK peut être expliquée par 

la présence de deux acides aspartiques Asp11 et Asp12 au lieu d’un résidu glycine en position 

11 (conservé chez AK et CK - Figure 41) (129).  

 

Figure 41 : Alignement multiple de séquences de la boucle 320s de la CK-MM et de ses 
homologues la LK et l’AK. La numérotation de 1 à 10 permet de prendre en compte 
uniquement l’alignement de séquence. Les boucles de la CK-MM, AK et LK sont homologues 
avec 33% d’identité de séquence. 
 

Davulcu et al. (88) ont étudié la dynamique de l’AK libre par RMN. Ils observent une 

dynamique rapide de la boucle 310s et obtiennent des valeurs moyennes de R1 = 0,85 s-1 pour 

cette boucle et de R1 = 0,55 s-1 pour le reste de la protéine. Tout comme la CK-MM, nous 

avons observé une nette différence entre les valeurs moyennes de la boucle 320s (R1 = 1,37 ± 
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0,19 s-1) et celles du reste de la protéine (R1 = 0,34 ± 0,06 s-1). On peut noter que la valeur 

moyenne des R1 de la CK est plus faible que pour l’AK. En effet, la différence est due au fait 

que la CK est un dimère et l’AK est un monomère (les vitesses dépendent du c et donc de 

leur masse moléculaire (93)).  

Aucune expérience de relaxation R1 et R2 n’a été publiée à notre connaissance sur 

l’AK en interaction avec MgADP ou Cr-MgADP-NO3
-. Par contre, des expériences RMN de 

mesures de couplages dipolaires résiduels (RDC) couplées aux informations obtenues par les 

structures cristallographiques de l’AK libre et en interaction avec Cr-MgADP-NO3
-, ont mis 

en évidence le mouvement de cinq domaines rigides (Figure 42). Les blocs 1, 2, 4 et 5 

possèdent un mouvement de rotation alors que le bloc 3 suit un large mouvement de 

translation (127). Cette étude indique également un équilibre rapide en solution entre une 

conformation ouverte (sans substrat : 3M10) et une conformation fermée (TSAC : 1M15). La 

forme ouverte est majoritaire dans cet équilibre (127). Il existe plusieurs intermédiaires 

conformationnels dus au déplacement des cinq blocs quasi-rigides.  

 

 

Figure 42 : Représentation des cinq blocs dynamiques de l’arginine kinase (code PDB : 
1M15) (88).  

 

Les expériences de dispersion de relaxation sur l’AK sans substrat ont permis 

d’identifier 35 résidus impliqués dans la dynamique et le changement conformationnel des 

cinq blocs rigides en solution (Tableau 11) (88, 130). Ces expériences permettent de mettre en 

évidence les résidus avec une dynamique de l’ordre de la micro à la milliseconde (130). 
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Régions charnières Localisation 
D88, H90, G92 Interface NTD 

D71, F136-N137, F270-C271, N274, G276, G332 entre NTD et CTD 
R126-C127, R129, L131, et V220-Q234 centre CTD dans le feuillett  

I182-G209 boucle L8 interaction avec les substrats. 

Tableau 11 : Les régions charnières dans l’AK et leur localisation dans la structure tertiaire.  
 

Ces résidus sont localisés à proximité ou sur les axes de rotation entre les blocs semi-

rigides (Figure 43). 

 

 
Figure 43 : Localisation dans la structure de l’arginine kinase des acides aminés ayant une 

dynamique de l’ordre de la milliseconde (rouge et boucle L8 en noire). Le domaine NTD est 
représenté en vert et le domaine CTD en bleu. 
 

Les régions charnières de l’AK sont très conservées chez les CKs et les autres 

membres de la famille des guanidino-phosphagènes kinases (Figure 44).Cela suggère qu’un 

monomère d’une enzyme oligomérique de cette famille et le monomère AK possèdent une 

dynamique des cinq blocs semi-rigides et des mécanismes réactionnels semblables.  
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Figure 44 : Alignement multiple des séquences : Lombricine kinase (LK) (EC 2.7.3.5), 
Taurocyamine kinase [Q4AEC6], Glycocyamine kinase (GK) (EC 2.7.3.1)[P51546]2, 
Créatine kinase M-type (EC 2.7.3.2)[P06732], Arginine kinase (AK) (EC 2.7.3.3)[P51541], 
Hypotaurocyamine kinase [Q4AED0] par ClutalW. Les encadrés de différentes couleurs 
représentent les résidus ayant des dynamiques de l’ordre de la μs à la ms (observées par des 
expériences RMN de type CPMG). Les résidus localisés sur la boucle L8 sont en rouge ; les 
résidus dans l’interface entre NTD et CTD en vert ; les résidus dans le feuillet au centre de 
CTD en cyan et les résidus du NTD sont en violet. 
 

 

Au cours de notre étude, nous avons enregistré des expériences de type CPMG sur la 

CK-MM libre et complexée afin de confirmer cette dynamique des cinq blocs. A partir de 

l’alignement de séquence (Figure 44) et des données d’accessibilité au solvant sur la CK-MM, 

nous estimons que parmi les 35 résidus observés en CPMG pour l’AK, seuls 10 acides aminés 
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de la CK sont accessibles au solvant (seuil de 25 %). Ainsi dans nos conditions de mesure 

nous devrions observer un minimum de 10 résonances. Parmi les dix résidus accessibles au 

solvant, sept sont localisés sur la boucle L8, il s’agit de : Ile187, Asp188, Asp189, His190, 

Arg208, Arg214, et la Gly215. Récemment la structure cristallographique de la lombricine 

kinase (LK) en absence (3JPZ) et en présence de MgADP (3JQ3) a été résolue (129). La 

superposition de ces structures nous permet d’observer que la boucle L8, qui repose sur le 

bloc 3, est capable de moduler la conformation de la boucle spécifique au nucléotide 311 – 

319 grâce à l’interaction de l’His178 (homologue à His191 pour tc-CK et His185 chez l’AK) 

avec le ribose de l’ADP (129). Les six premiers résidus de la boucle L8, dont His178, sont 

fortement conservés chez toutes les guanidino-kinases (Figure 47). Bush et al. identifient 

l’His178 comme la clé du changement conformationnel de la LK car ce résidu est responsable 

de la translation maximale du bloc 3 dans les structures AK-TSAC et CK-TSAC, lors de la 

fixation du groupement guanidilique dans le site actif. La mutation de l’His178 n’a aucune 

incidence sur la catalyse, mais abolit la synergie du substrat, car le changement 

conformationel n’a pas lieu. La synergie correspond à l’augmentation de l’affinité du second 

substrat grâce à la fixation du premier. Ainsi la fixation du nucléotide affecte le site de 

fixation du composé guanidilique (lombricine, arginine ou la créatine). Il est possible que le 

mouvement de la boucle L8 et du domaine NTD soit impliqué dans la fermeture du site actif 

et dans la fixation du substrat. La boucle L8 (182-201) et le domaine NTD (1-90) possèdent 

une dynamique proche du Kcat de l’enzyme (150 s-1), ce qui suggère que le changement 

conformationnel de la protéine est une étape limitante dans l’activité catalytique de l’enzyme 

(130). Malheureusement, nos analyses sur les données CPMG de la CK-MM libre ou 

complexée n’ont révélé aucun résidu présentant une dynamique de l’ordre de la micro à la 

milliseconde. La plupart des résidus charnières de la CK-MM se trouve enfoui et ne sera donc 

pas observable dans nos conditions d’étude. Nous ne pouvons donc conclure sur la présence 

ou non de mouvement de l’ordre de la ms pour la CK, mais la similitude de séquence des 

régions charnières, laisse à penser qu’elles devraient être conservées.  

 
 Comme démontré précédemment, la CK-MM et ses homologues ont largement été 

étudiés dans la littérature. Cependant le mécanisme réactionnel de la CK-MM fait toujours 

l’objet de nombreuses controverses. Deux modèles sont proposés ci-dessous (Figure 45). 



 - 80 - 

 

Figure 45 : Schéma de deux modèles du mécanisme réactionnel de la CK-MM. A) Le premier 
modèle représente la coopérativité négative : les sous-unités sont asymétriques (l’une 

interagit avec Cr-MgADP-NO3
- et l’autre avec MgADP). B) le second modèle met en 

évidence la capacité des domaines à interagir indépendamment avec les substrats. 
 

Le premier modèle concerne la dépendance des monomères de la CK-MM. Dans ce 

cas, un des sites actifs est responsable de l’activité enzymatique, alors que le second est 

indispensable au fonctionnement du premier, mais ne participe pas directement à la réaction 

(Figure 45A). Ainsi les deux monomères auraient une structure tertiaire différente. Ce modèle 

est confirmé par les structures de la CK-MM complexée à Cr-MgADP-NO3
- qui présente une 

asymétrie dans la maille cristallographique (43, 44). En effet, un monomère dit "ouvert" 

interagit avec MgADP, et l’autre dit "fermé" interagit avec Cr-MgADP-NO3
-. Les études 

structurales sur la CK-MM et son homologue, AK dimérique, du concombre de mer Stichopus 

japonicus (présente 60 % d’identité de séquence) ont permis d’identifier l’interface 

monomère-monomère des homodimères comme les clés de la communication entre les 

monomères (44, 90). En effet, la délétion des 10 premiers résidus de l’extrémité N-terminale 

induit une désorganisation de l’interface monomère-monomère et réduit de 15% l’activité du 

mutant AKdimérique et une augmentation du Km de l’ATP de 55% en comparaison avec 

l’AKdimèrique sauvage (90). De plus, une comparaison des structures de la CK-TSAC et CK-

ADP, met en évidence que la fixation de Cr-MgADP-NO3
- induit le déplacement et le 

dépliement partiel de l’hélice de l’extrémité N-terminale du monomère fermé de la CK-MM 

(44) (Figure 46). Ces modifications induisent un changement conformationnel de la boucle 

20s qui forme de nouvelles interactions avec la boucle 60s.  
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Figure 46 : Réorganisation de l’extrémité N-terminale lors de l’ajout de Cr-MgADP-NO3
-. A) 

Représentation en ruban du complexe TSAC. B) Superposition des structures des monomères 
CK-MM/MgADP (en bleu) et du monomère en interaction avec Cr-MgADP-NO3

- (en vert). 
Les extrémités N –terminales sont représentées en orange pour le monomère fermé et en 
rouge pour le monomère ouvert (MgADP). 

 

Wu et al. précisent le mécanisme de la coopérativité négative des monomères à partir 

des observations apportées par la résolution récente de la structure du complexe ternaire 

AKdimérique/AMPPNP/ arginine par Rayons X (code PDB : 3JU6). A partir de cette structure, 

les auteurs ont observé que le monomère qui fixe les substrats AMPPNP et arginine est plus 

ouvert" que le monomère qui n’interagit avec aucun substrat. Ainsi, ils ont mis en évidence 
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l’existence de trois états différents d'un monomère (Figure 47) : fermé 

(arginine/nitrate/MgADP), repos et ouvert (relargage des produits) 

 

 

Figure 47 : Représentation schématique du mécanisme de l’AKdimérique et de la communication 
entre monomère. A) Dimère au repos : chacun des monomères est capable de fixer le 
substrat. B) Asymétrie du dimère : la fixation des substrats G (groupement guanidine en rose) 
et ATP (jaune) induit la fermeture du monomère A. Cette modification conformationnelle est 
propagée vers le monomère opposé par le biais de liaisons hydrogènes à l’interface du 

dimère. C) Mécanisme proposé par Wu et al. (schéma modifié à partir de (90)) 
 

Ces observations concordent avec l’étude enzymatique d’un hybride CK-MB*, dont la 

sous-unité B* a été inactivée par modification chimique du thiol du centre actif (131). En 

effet, Hornemann et al. observent une diminution de l’activité de 34% pour l’hybride CK-

MB* et une augmentation de l’affinité (Km) pour MgADP et la phospho-créatine. Si les 

monomères étaient indépendants, l’inactivation d’un site actif aurait conduit à une perte 

d’activité de 50% et les affinités pour les substrats ne seraient pas modifiées.  
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Le second modèle repose sur l’indépendance des monomères de la CK-MM. Dans ce 

modéle, chaque monomère est capable de catalyser la réaction enzymatique simultanément ou 

alternativement de manière aléatoire (Figure 45B). Ce modèle est confirmé pour les structures 

cristallographiques de la glycocyamine kinase (GK) résolues en présence des substrats 

glycocyamine/MgADP/nitrate (code PDB : 3L2F et 3L2G). Contrairement aux structures de 

la CK-MM ou de l’AK dimérique, Lim et al. n’observent aucune asymétrie de la maille 

cristallographique. Les deux monomères fixent ainsi simultanément les substrats et sont donc 

indépendants (132). La GK et la CK présentent une identité de séquence supérieure à 50% 

(Figure 47). De plus, Mazon et al. suggèrent, à partir d’expériences d’échanges 

proton/deutérium couplés à la spectrométrie de masse sur la créatine kinase musculaire de 

lapin, que les monomères sont indépendants (89, 133). En effet, ces auteurs observent une 

diminution de la vitesse d’échange proton/deutérium de la boucle 320s et une protection totale 

de la boucle enfouie 220s en présence de Cr-MgADP-NO3
-. Ces résultats suggèrent que les 

deux monomères de la CK-MM fixent les substrats (89). Du fait de l’échelle de temps 

observée par ces expériences, de l’ordre de la seconde, ils n’ont pas pu discerner si les 

monomères catalysent la réaction enzymatique de façon alternative ou simultanée. 

 

Afin de pouvoir comparer nos expériences RMN avec les structures 

cristallographiques et les expériences d’échange isotopique proton / deutérium d’Hortense 

Mazon (89), réalisées sur la CK-MM en présence de Cr-MgADP-NO3
-, nous nous sommes 

placés à des conditions saturantes en substrats lors de l’enregistrement des expériences de 

type 1H-15N HSQC. Les spectres 1H-15N HSQC de la CK-MM libre, et complexée à MgADP 

(Figures 35 et 38) mettent en évidence une symétrie apparente entre les monomères de la CK-

MM indiquant que le mécanisme de cette enzyme dans ces conditions est indépendant. En 

effet, nous n’observons aucun dédoublement des résonances 1H-15N sur les spectres de type 

HSQC de la CK-MM libre ou en interaction avec MgADP. Ce dédoublement aurait dû faire 

apparaître pour un même résidu, une raie intense (monomère libre) et une raie moins intense 

(monomère complexé). En présence de Cr-MgADP-NO3
-nous observons sur le spectre 1H-15N 

HSQC de la CK-MM une perte significative du rapport signal sur bruit. Comme décrit page 

68 l’élargissement des résonances de la boucle 320s, peut résulter d’un changement de régime 

en régime d’échange intermédiaire. Dans ce cas les monomères de la CK-MM seraient 

alternativement sous forme "ouverte" et "fermée". Cepandant nos analyses des expériences 

CPMG n’ont pas mis en évidence la  présence de mouvement de l’ordre de la ms pour la 

boucle 320s quelque soit la forme libre  ou complexée de la CK-MM. De plus Borders et al., 
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ont estimé la constante de dissociation du complexe TSAC à 0,4 nM3 (50). A une telle affinité 

le complexe est stable (nous supposons que le complexe TSAC est sous forme fermée, aucune 

information sur le temps de residence n’est connu dans la littérature). Ceci suggère que les 

monomères de la CK-MM sont indépendants.  

Ces résultats RMN confirment ainsi les expériences d’échange isotopique proton / 

deutérium d’Hortense Mazon (89) et ne concordent pas avec un modèle coopératif déduit des 

études cristallographiques de la CK-MM en présence de substrats. Il est probable que 

l’asymétrie observée dans la maille cristallographique soit induite par les contraintes du 

cristal. Nous pouvons également supposer que les conditions de cristallogenèse favorisent la 

cristallisation de cette forme asymétrique de la CK-MM au lieu de la forme symétrique.  

  

IV. Conclusion : 

 

La créatine kinase musculaire (CK-MM) est une enzyme homo-dimérique (2 x 43 

kDa) de la famille des guanidino-phosphagènes kinases. Cette enzyme catalyse le transfert 

réversible d’un groupement phosphate de MgATP vers la créatine pour synthétiser du 

MgADP et de la phosphocréatine (33). Elle est impliquée dans le processus énergétique de la 

cellule via la navette phosphocréatine (17). Depuis la découverte de la CK-MM en 1928, de 

nombreuses études enzymologiques et structurales ont été réalisées afin de caractériser cette 

protéine. Les structures cristallographiques de la CK-MM en présence ou en absence de 

substrat (43, 44) ont permis une caractérisation précise des sites actifs et des acides aminés 

impliqués dans la catalyse enzymatique. Des études de mutagenèse dirigée sur l’interface  

monomère-monomère de l’enzyme ont mis en évidence que la CK-MM n’est pas active sous 

forme monomérique (131, 134). Ainsi le maintien de la structure quaternaire de l’homodimère 

est important pour la réaction enzymatique. Nous savons également que les deux monomères 

de la CK-MM sont capables d’interagir avec les substrats (33, 89), mais le mécanisme de 

l’enzyme n’est pas clairement identifié. En effet, deux modèles sont proposés dans la 

littérature soit les monomères sont coopératifs soit ils sont indépendants.   

 

L’objectif de notre étude était de compléter la compréhension du mécanisme de la CK-

MM. Pour cela nous avons réalisé une étude dynamique et structurale de la créatine kinase 

musculaire de lapin par RMN. Notre étude s’est focalisée sur les huit résidus de la boucle 

320s de la CK-MM qui ont pu être attribués sans ambiguïté, du fait de leur dynamique 
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particulière. Cette boucle est très importante dans la catalyse car elle permet l’alignement 

correct du nucléotide dans le site actif. Les expériences de perturbation déplacement chimique 

et de relaxation ont été enregistrées sur la CK-MM libre et à des concentrations saturantes en 

Cr-MgADP-NO3
-, afin de pouvoir comparer nos résultats avec les expériences de Mazon et 

al., et d’Orhen et al. présentées précédemment (cf section III.2.2). Les expériences de 

relaxation ont mis en évidence la dynamique particulière de la boucle 320s. En absence de 

substrat, la boucle possède une dynamique rapide de l’ordre de la pico-nanoseconde, avec une 

valeur moyenne de R1 = 1,33 ± 0,19 s-1, et des signaux fins et plus intenses que le reste de la 

protéine. Dès l’ajout de MgADP, on observe une diminution des vitesses de relaxation R1 (R1 

= 1,0 ± 0.1s-1) et des variations de déplacement chimique des résidus de la boucle 320s. La 

fixation de MgADP modifie l’environnement électronique de la boucle et probablement la 

structure de l’enzyme car son rayon de gyration diminue (125). En présence de Cr-MgADP-

NO3
-, les résonances 1H-15N des résidus de la boucle ne peuvent plus être déterminées sans 

ambiguïté. Cette observation suggère que la dynamique de la boucle est proche de celle du 

reste de la protéine (de l’ordre de la ms selon les données de dynamique sur l’AK). Cette 

différence de dynamique de la boucle 320s observée au cours de l’ajout des substrats est due à 

l’interaction de la boucle 320s avec MgADP et la boucle 60s ce qui permet la fermeture du 

site actif. Ces résultats sont tout à fait en accord avec ceux décrits dans la littérature pour 

l’AK, homologue de la CK-MM avec 50% d’identité de séquence.  

 

Nos expériences de perturbation de déplacement chimique sur la CK-MM mettent en 

évidence que les monomères de cette enzyme se comportent indépendament, et confirme ainsi 

le modéle en accord avec les résultats obtenus par l’équipe d’Olivier Marcillat (89). Nous 

observons une symétrie des monomères sur les spectres 1H-15N HSQC de la CK-MM libre et 

complexée à MgADP ou sous forme de TSAC.  

Le complexe analogue de transition est la forme fortement inhibée de la CK-MM. Selon 

Borders et al. la constante de dissociation de ce complexe est de 0,4 nM3 (50). Il est probable 

que l’utilisation des substrats du complexe abortif : Cr-MgADP-NO3
- provoque la fermeture 

complète des deux monomères. En présence des substrats naturels de la CK-MM en cours de 

cycle catalytique, il est possible que le mode de fonctionnement de l’enzyme puisse être 

différent avec des ligands à plus faible affinité. Il est donc envisageable de réaliser une étude 

RMN avec les véritables substrats de la CK-MM. Nous savons que l’ajout des substrats de 

l’enzyme provoquent une réaction catalytique (de l’ordre de la minute - cf Tableau 1 et 2 de la 

section I.1.2.2 page 13), bien inférieure à la durée de l’analyse RMN (quelques heures). Ceci 
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peut conduire à des spectres moyennés inexploitables. Une des possibilités pour résoudre ce 

problème serait de diminuer la température lors de l’enregistrement. Il faudrait donc réaliser 

une étude préliminaire, afin de trouver les meilleures conditions de température, qui 

permettent de visualiser les différentes populations au cours de la catalyse.  

 

L’étude du comportement des monomères de la CK-MM pourrait également être étudié par 

modélisation moléculaire en utilisant un long échantillonnage de temps. Selon l’I.U.P.A.C. la 

définition de cette technique est la suivante : « La modélisation moléculaire est l’investigation 

des structures et des propriétés moléculaires, utilisant la chimie calculatoire sur ordinateur et 

les techniques de visualisation graphique afin de donner une représentation tridimensionnelle 

plausible dans des circonstances définies ». Cette technique s’appuie sur les méthodes de 

chimie théorique, les données expérimentales RMN et de cristallographie. Les applications de 

cette technique sont nombreuses. A l’aide de la modélisation moléculaire des simulations 

d’arrimage entre un ligand et un récepteur peuvent être réalisées. Une étude des mouvements 

moléculaires, ou de changement conformationnel par le biais de la dynamique moléculaire 

permettrait sans doute d’améliorer la compréhension du mode de fonctionnement des sous-

unités de la CK-MM lors de l’ajout des différents substrats. Cette étude permettrait également 

d’apporter des éléments de réponse à la question suivante : Quel est le rôle biologique de la 

structure quaternaire de la CK-MM, et en général de tous les oligomères de la famille des 

guanidino-phosphagènes kinases ?  
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                           Chapitre II : Le domaine UIM-SH3 de STAM2 

I Contexte biologique de la protéine STAM2 

 

Dans une cellule, les protéines impliquées dans l’homéostasie, le métabolisme 

énergétique ou le maintien de l’information génétique sont renouvelés constamment et leurs 

taux sont finement régulés. Ceci implique des processus permanents de synthèse et de 

dégradation protéolytique. Les voies de dégradation protéosomale et lysosomale sont deux 

voies majeures utilisées par la cellule et dépendantes de l’ubiquitine. Elles jouent un rôle non 

négligeable dans la régulation fonctionnelle de ces protéines. 

 
Cette étude porte sur la protéine STAM 2 qui intervient dans la voie de dégradation 

lysosomale des récepteurs membranaires. Cette voie est constituée de deux étapes majeures, 

résumées dans la figure 1, qui sont :  

- L’internalisation des récepteurs membranaires par endocytose 

- La formation des corps multi-vésiculaires (MVBs) et fusion des MVBs avec les 

lysosomes. 

 

Figure 1 : Schéma des différentes étapes impliquées dans la voie de dégradation lysosomale. 
Les récepteurs localisés à la surface cellulaire sont activés par la fixation de leurs ligands 
(1), puis sont ubiquitinés (2). L’ubiquitine est le signal de l’internalisation des récepteurs 

(endocytose) et de la formation des endosomes précoces (3). Un tri des protéines 
membranaires se produit dans l’endosome précoce (3). Les récepteurs ubiquitinés sont 
internalisés via des vésicules intraluminales formant ainsi les MVBs (5), qui fusionneront 
avec les lysosomes. Les protéines non ubiquitinées sont recyclées vers la membrane 
plasmique. 
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I.1. La voie de dégradation lysosomale 

 

I.1.1. Ubiquitination et reconnaissance des récepteurs ubiquitinés 

 

I.1.1.1. L’ubiquitination 

 

L’ubiquitine est une protéine ubiquitaire de 76 acides aminés, qui est fortement 

conservée dans l’évolution. Elle possède un motif di-glycine à l'extrémité C-terminale, dans 

lequel le dernier résidu (Gly76) est impliqué dans l’ubiquitination.  

 

L’ubiquitination des protéines membranaires est le signal moléculaire de la voie de 

dégradation lysosomale, et intervient également dans de nombreux processus cellulaires. 

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle, qui permet la formation d’une 

liaison peptidique entre le groupement carbonyle du résidu glycine 76 de l’ubiquitine et le 

groupement İ-amino d'un résidu lysine d’une protéine cible (substrat). Cette modification se 

déroule en trois étapes (Figure 2). Dans un premier temps, l’ubiquitine est activée par une 

enzyme activatrice d’ubiquitine : E1. Une liaison thioester est formée entre les cystéines 

catalytiques d’E1 et le groupement carboxyle de la glycine 76 de l'ubiquitine ; cette étape 

requiert l’hydrolyse de l’ATP. L’ubiquitine est ensuite transférée sur une cystéine du site actif 

d’une enzyme de conjugaison à l’ubiquitine : E2. Finalement, l’enzyme E2 interagit avec une 

protéine ubiquitine ligase E3. Cette dernière est responsable de la reconnaissance de la 

protéine cible et du transfert de l’ubiquitine sur celle-ci (Figure 2A-B).  

 

Il existe deux grandes familles d’ubiquitine ligases: celle pourvu d’un domaine RING, 

et celle possédant un domaine HECT. Les enzymes E3 contenant un domaine RING 

permettent le rapprochement de l'enzyme E2 à proximité de la protéine cible. Ainsi l’enzyme 

E2 peut directement effectuer le transfert de l’ubiquitine activée vers le substrat (1) (Figure 

2A). Le domaine RING possède une séquence consensus riche en résidus cystéine et 

histidine, formant une structure en croix qui est capable de fixer deux ions Zn2+ (1). Les 

enzymes E3 possédant le domaine HECT, sont capables de catalyser directement 

l’ubiquitination d’une protéine cible (2, 3). Le domaine HECT contient 350 acides aminés, 

dont une cystéine qui est fortement conservée. L’enzyme E2 transfère l’ubiquitine sur cette 

cystéine du domaine HECT de l’enzyme E3, qui le transfère par la suite au substrat (2, 3) 
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(Figure 2B). Une variante a été observée dans des cellules où les enzymes E3 ont été 

supprimées par des expériences ARN interférence (4). Dans ce cas, l’enzyme E2 catalyse 

directement le transfert de l’ubiquitine de sa cystéine active vers la protéine cible (Figure 2C).  

 

 

Figure 2 : Schéma de la cascade enzymatique impliquée dans l’ubiquitination. A) 

Ubiquitination directe entre l’enzyme E2 et la protéine cible, l’enzyme E3 permet le 

rapprochement de ces derniers. B) L’ubiquitine activée est transférée de l’enzyme E1 à 

l’enzyme E2 puis à l’enzyme E3, qui ubiquitine la protéine cible. C) Ubiquitination directe de 
la protéine par l’enzyme E2, sans interaction avec l’enzyme E3. 

 
Il existe différents profils d’ubiquitination. Une protéine peut être : 

- Monoubiquitinée, il s’agit de la fixation d'une ubiquitine sur une lysine du 

substrat (Figure 3A). 

- Multi-monoubiquitinée, c’est lorsque la protéine cible est monoubiquitinée sur 

plusieurs lysines (Figure 3B). 

- Polyubiquitinée, il s’agit de plusieurs molécules d'ubiquitines qui liées entre 

elles, forment des chaînes de polyubiquitine sur une unique lysine (ex : K63, K48) du substrat 

(Figure 3C).  
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Figure 3 : Différents profils d’ubiquitination d’une protéine cible. La protéine cible peut être 
modifiée par la fixation : A) d’une ubiquitine : Monoubiquitination, B) de plusieurs molécules 
d’ubiquitine : multi-monoubiquitination, C) d’une chaîne de polyubiquitine, on parle alors de 

polyubiquitination (ici chaînes K63 et K48).  
 

L'ubiquitine contient sept résidus lysines qui sont tous capables de former des chaînes 

de poly-ubiquitine (5) (Figure 4). Les chaînes de poly-ubiquitines liées via les lysines 48 et 63 

sont les plus répandues. Les chaînes Lys48 servent de signal de reconnaissance pour diriger 

les protéines vers le protéasome (6). Les chaînes Lys63 jouent un rôle important dans les 

interactions avec les machineries protéiques impliquées dans l’endocytose, la réponse 

inflammatoire, la traduction des protéines, et la réparation de l'ADN (6).  

 

 

Figure 4 : Structure de l’ubiquitine (code PDB : 1UBQ). Les sept résidus lysines sont 
représentés en jaune. 
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De même, il est largement admis que la monoubiquitination est le signal moléculaire 

de reconnaissance dans le trafic membranaire, la régulation de machinerie d'endocytose, et 

éventuellement d'autres processus cellulaires (7-9). L’ubiquitination est un processus 

réversible. En effet, le clivage d’une ubiquitine sur les protéines et le désassemblage des 

chaînes de poly-ubiquitine (10) sont catalysés par des enzymes appelées enzymes de 

déubiquitination (DUBs) (11). Elles sont nécessaires au recyclage de l’ubiquitine, et 

interviennent dans la régulation de processus cellulaire tel que le tri dans l’endosome précoce 

(12). Les DUBs s'avèrent aussi importants que les ubiquitine ligases pour la régulation des 

voies de dégradation dépendantes de l’ubiquitine. 

 

I.1.1.2. Reconnaissance des récepteurs ubiquitinés par des UBDs 

 

Les protéines de reconnaissance à l’ubiquitine (PRUb) identifient les récepteurs 

ubiquitinés via leur UBDs (Ubiquitin binding domain). Les UBDs sont des domaines de 

protéine modulaire, capables d’interagir de façon non covalente avec l’ubiquitine. Dans la 

littérature, on dénombre 25 UBDs (13, 14).  
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Tableau 1 : Récapitulatif des données structurales et de constante d’affinité pour une 

sélection de 11 UBDs. Les valeurs de Kd sont obtenues à partir d’expériences RMN, de SPR 
(résonance plasmonique de surface) ou de ITC (calorimétrie de titration isotherme). (NB : 
Ub = ubiquitine (13)).  
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Une interaction UBD-ubiquitine n’est pas suffisante pour induire l’internalisation d’un 

récepteur car l’affinité est très faible (Tableau 1). Il existe plusieurs mécanismes qui 

permettent l’augmentation de l’avidité de l’UBDs pour l’ubiquitine (Figure 5). L’affinité 

représente les forces de répulsion et de liaison entre une ubiquitine et un UBD. La notion 

d’avidité correspond à l’ensemble des forces avec laquelle une protéine ubiquitinée interagit 

avec une PRUb possédant plusieurs UBDs.  

 

Figure 5 : Les différents mécanismes permettant une augmentation de l’avidité des UBDs 

pour l’ubiquitine(13) : 

A- La reconnaissance d’une chaîne de poly-ubiquitine par plusieurs UBDs (15). 

B- La reconnaissance d’une chaîne de poly-ubiquitine par deux surfaces différentes d’un 

UBD. 

C- La reconnaissance d’une mono-ubiquitine par un dimère d’UBDs. 

D- La reconnaissance d’une protéine multi mono-ubiquitinée par un tandem UBDs. 

E- La reconnaissance d’une protéine multi mono-ubiquitinée par un UBD sur deux surfaces 

d’interaction différentes. 

F- La reconnaissance d’une PRUb mono-ubiquitinée par son propre UBD, cette situation est 

observée à des fortes concentrations locales des PRUbs. 

G- La reconnaissance d’un cluster de protéines mono-ubiquitinées par un tandem d’UBDs. 

H- La reconnaissance d’un cluster de protéines mono-ubiquitinées par un UBD sur deux 

surfaces d’interaction différentes. 

I- La reconnaissance d’une protéine membranaire mono-ubiquitinée par une PRUb contenant 

un motif d’interaction à la membrane et un UBD (16).  
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I.1.2. Les voies d’internalisation

 

I.1.2.1. L’endocytose 

 

Chez les levures, l’ubiquitine joue un rôle important dans le trafic protéique 

intracellulaire. En effet, l’ubiquitine est requise pour l’internalisation et le ciblage des 

protéines vers les vacuoles (17, 18). La monoubiquitination des récepteurs transmembranaires 

est un signal suffisant pour l’internalisation, même si ce processus est accéléré avec les 

chaînes de polyubiquitine Lys 63. Chez les cellules animales (humaines), les récepteurs et les 

protéines permettant la reconnaissance de l’ubiquitine et l’invagination de la membrane 

plasmique peuvent être ubiquitinés (19). Cependant, les voies d’internalisation sont 

nombreuses et ne sont pas toutes régulées par l’ubiquitine. 

 

I.1.2.1.1. Diversité des voies d’endocytose chez les cellules eucaryotes 
supérieures. 

 

L’endocytose est un mécanisme de transport qui permet l’internalisation de molécule, ou 

de protéine à l’intérieur de la cellule. Il existe deux voies majeures, une en présence de 

manteau de clathrine et une seconde en présence de cavéoles. 

 

Figure 6 : Les principales voies d’endocytose chez les cellules animales. 
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Ü La voie d’endocytose dépendante de la clathrine est une voie importante 

responsable de l’internalisation de nombreuses protéines à la surface cellulaire (20). La 

clathrine est un hexamère constitué de trois chaînes de 192 kDa, fixant chacune une chaîne 

légère de 30 kDa. Cette protéine est présente sous deux formes dans la cellule : elles peuvent 

être libres dans le cytosol ou recouvrir la membrane sous forme de manteau (Figure 6) (21). 

Le manteau de clathrine recrute des protéines adaptatrices qui sont capables d’interagir et de 

concentrer les protéines à internaliser en des points précis de la cellule. La concentration de 

protéine induit la courbure de la membrane plasmique, puis l’invagination est accentuée par la 

présence de multiples protéines accessoires de la voie d’endocytose. La scission de la 

membrane est effectuée par la GTPase Dynamine (21). AP2 est la principale protéine 

adaptatrice de l’endocytose médiée par manteau de clathrine. Elle est capable de recruter des 

acteurs de l’endocytose tels que Eps15 et l’epsine.  

 

Ü La voie d’endocytose indépendante de la clathrine  

La voie d’endocytose dépendante de la clathrine n'est pas la seule voie 

d'internalisation de récepteur dans les cellules animales. En effet, l'utilisation d'inhibiteurs 

spécifiques de l'endocytose dépendante de la clathrine a permis de démontrer l'importance 

physiologique de différentes voies alternatives. Par exemple, Pelkmans et al. (22) ont étudié 

l’endocytose induite par les puits de cavéoles. Au microscope électronique, ceux-ci 

apparaissent comme des petites invaginations recouvertes par une protéine membranaire : la 

cavéoline (23). Cette voie d’internalisation est directement impliquée dans l'endocytose de 

certains composants de la membrane plasmique, tels que les protéines à ancres GPI 

(Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol), de certaines toxines et de plusieurs virus enveloppés (22).  

 

L’inhibition des voies d'endocytose dépendante de la clathrine dans des cellules 

dépourvues de cavéolines a permis de mettre en évidence l’existence d’autres voies 

d’internalisation à la membrane plasmique. Parmi elles l’endocytose via les radeaux 

lipidiques (micro-domaines dynamiques de la membrane plasmique riches en cholestérol et 

sphingolipides) des IgE (24) et des récepteurs de l’interleukine-2 (IL-2R) (25). 
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I.1.2.1.2. Mécanisme de l’endocytose : modèle endocytose du 
récepteur EGFR. 

 

L’étude des récepteurs de la famille tyrosine kinase, a permis de comprendre le rôle de 

l’ubiquitine dans le trafic membranaire (internalisation et dégradation via les lysosomes). 

L’un des exemples les mieux caractérisés est celui du récepteur tyrosine kinase : EGFR. Les 

premières études basées sur une protéine chimère EGFR- ubiquitine mutée7 ont montré que la 

monoubiquitination d’EGFR est suffisant pour induire l’internalisation du récepteur dans la 

cellule, mais à un taux inférieur au récepteur de type sauvage qui est poly-ubiquitiné (26). 

Plus récemment, l'analyse par spectrométrie de masse quantitative a révélé que EGFR était à 

la fois mono- et poly-ubiquitiné (chaînes liées à Lys63) (27). Ces données suggèrent que, 

comme chez les levures, la monoubiquitination permet une internalisation mais que les 

chaînes de polyubiquitine Lys63 génèrent un signal d'internalisation plus efficace8. Dans la 

littérature, il a été démontré que l’internalisation du récepteur EGFR est possible même si le 

site de liaison de l’ubiquitine ligase Cbl est muté (27-29). Huang et al. suggèrent ainsi la 

présence de plusieurs voies d'internalisation alternatives régulées par des signaux différents 

(ex : phosphorylation des tyrosines du côté C-terminal du récepteur). 

En fonction de la concentration en EGF, la voie d’endocytose privilégiée est soit celle 

par manteau de clathrine, soit celle par cavéole (28, 30) (Figure 7).  

 

                                                 
 
7 Mutation sur les sept lysines de l’ubiquitine provoquant une incapacité à créer une chaîne de 
poly-ubiquitine. 
8 Peut-être en augmentant l'avidité à se lier à des protéines contenant UBD. 
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Figure 7 : Schéma du trafic membranaire des récepteurs EGFR. La première étape est un tri 
à la membrane plasmique, puis il y a internalisation des récepteurs selon différentes voies 
endocytiques selon l’effet dose (31). 
 
 

A faible concentration d’EGF, les récepteurs ne sont pas ubiquitinés et ils sont 

internalisés par endocytose dépendant des manteaux de clathrine uniquement. A forte 

concentration d’EGF, les deux voies d’endocytose dépendante et indépendante des manteaux 

de clathrine sont mises en jeu et les récepteurs sont ubiquitinés. En effet, l'ubiquitination 

d’EGFR semble être nécessaire pour l'endocytose indépendante de la clathrine, tandis qu'il 

n'est pas indispensable pour l'internalisation dépendante de la clathrine (28). Il est probable 

qu’il existe un mécanisme de contrôle de l’ubiquitination du récepteur qui dépend de la dose 

d’EGF. La majorité des protéines ciblées vers l’endocytose dépendant du manteau de 

clathrine sont dirigées vers la voie de recyclage cellulaire (28). Par contre, les protéines 

empruntant la voie d’internalisation indépendante du manteau de clathrine sont dirigées vers 

la voie de dégradation lysosomale (28). 
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I.1.2.2. Synthèse des corps multi-vésiculaires : les complexes 
ESCRTs 

 
Toutes les voies d’internalisation, dépendante ou indépendante de la clathrine, 

convergent vers les endosomes précoces. Dans ces organites, les protéines non ubiquitinées 

sont recyclées vers la membrane plasmique ou redirigées vers un autre compartiment 

intracellulaire. Les protéines ubiquitinées sont triées dans des vésicules intraluminales (ILVs) 

générant ainsi les corps multivésiculaires (MVBs) (32-34). Ceux-ci fusionnent avec les 

lysosomes, où les protéines sont dégradées par protéolyse enzymatique. L’ubiquitination des 

protéines joue un rôle très important dans l’activation de la voie de dégradation induite par la 

formation des MVBs. 

I.1.2.2.1. ESCRTs 

 

Les recherches sur la synthèse des MVBs ont permis la découverte chez la levure de 

quatre complexes protéiques appelés complexe de tri endosomal requis pour le transport : 

ESCRT-0, I, II, et III (35-37). La voie ESCRT est conservée chez les eucaryotes et joue un 

rôle identique à celui observé chez la levure dans la synthèse des MVBs (Tableau 2). Ces 

complexes ESCRTs jouent un rôle important dans : 

- La reconnaissance des protéines ubiquitinées à la surface de l’endosome 

précoce,  

- La biosynthèse des MVBs en provoquant l’invagination et la scission des ILVs,  

- L’incorporation des protéines dans les MVBs. 

Les interactions entre les ESCRTs, la membrane endosomale et les protéines cargo (protéine à 

dégrader = protéine ubiquitinée) sont résumées dans le Tableau 2. 
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ESCRT 

Activité 

Mammifère Motifs et domaines Rôle biochimique 

ESCRT-0 

Reconnaissance 

des protéines 

ubiquitinées 

Hrs  FYVE, GAT, PTAP, motif 

d’interaction à la clathrine 

(38). 

 

UBDs : DUIM (39), VHS. 

-Fixation à la membrane PIP3. 

-Interaction avec ESCRT-I. 

-Reconnaissance des protéines cargo (protéine 

à dégrader). 

-Fixation à la clathrine. 

-Interaction avec STAMs (domaine GAT) 

STAMs : 

STAM 1 et STAM 2 

GAT (40) 

UBDs : VHS et UIM (41).  

SH3 (42, 43)  

-Interaction avec Hrs (domaine GAT) 

-Reconnaissance des protéines cargo. 

-Recrute les DUBs : AMSH et UBPY. 

ESCRT-I 

Bourgeonnement 

de la membrane 

(interaction avec 

ESCRT-II) 

 

VPS23 (TGS101) UEV, linker riche en proline, -Interaction avec ESCRT-0. 

-Reconnaissance des protéines cargo. 

VPS28 C-terminal VPS28 -Interaction avec ESCRT-II. 

VPS37A ,VPS37B, 

VPS37C, VPS37D. 

Hélice basique -Interaction avec la membrane. 

MVB12A, 

MVB12B. 

 -Stabilise ESCRT-I. 

-Interaction avec l’ubiquitine. 

ESCRT-II 

Bourgeonnement 

de la membrane 

(interaction avec   

ESCRT-I) 

 

VPS22 (EAP30) Hélice basique, WH2 -Interaction avec la membrane. 

VPS25 (EAP20) WH2 -Interaction avec VPS20 de ESCRT-III. 

-Recrute ESCRT-III et l’active. 

VPS36 (EAP45) GLUE, WH2 -Interaction avec la membrane. 

-Interaction avec ESCRT-I et protéines cargo. 

ESCRT-III 

Scission de la 

membrane 

 

 

 VPS20 (CHMP6) MIM2, myristoylation -Initiation de l’assemblage d’ESCRT-III. 

-Scission de la membrane. 

-MIM2 interagit avec VPS4 (désassemblage 

ESCRT-III) 

SNF7A (CHMP4A) 

SNF7B (CHMP4B) 

SNF7C (CHMP4C) 

MIM2 -Scission de la membrane. 

VSP4 (CHMP3) MIM1 -Scission complète de la membrane. 

-Recrute DUB AMSH. 

VSP2A (CHMP2A) 

VPS2B (CHMP2B) 

MIM1 -Recrute VPS4. 

-Initiation du désassemblage d’ESCRT-III. 

Tableau 2 : Récapitulatif des composants des complexes ESCRTs chez les mammifères, et 
présentation des domaines et motifs ayant une fonction biologique dans la synthèse et 
l’incorporation des récepteurs endocytés dans les MVBs (issus de (9)).  
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Le mécanisme fonctionnel de cette voie n’est pas connu mais plusieurs modèles ont 

été proposés, à partir d’études fonctionnelles et structurales, tels que : 

- Le modèle du tapis roulant : les complexes ESCRTs (ESCRT-0, -I, -II, -III) se 

relaient les récepteurs ubiquitinés (EGFR par exemple) grâce à leurs UBDs. La membrane 

formerait un bourgeon à cause de la concentration des récepteurs à un endroit précis de la 

membrane de l’endosome précoce (44). Le complexe ESCRT-III jouerait également un rôle 

dans la déubiquitination des cargos avant la formation des MVBs. Le bourgeonnement et la 

scission de la membrane endoplasmique sont dus à une accumulation de protéines cargos.  

- Le modèle du cercle concentrique (44) : dans ce modèle les complexes 

ESCRT-0, I, II sont capables de reconnaître différents récepteurs ubiquitinés grâce à leurs 

UBDs. Cette concentration de récepteur augmente l’avidité des UBDs pour l’ubiquitine. Le 

recrutement du complexe ESCRT-III permet l’invagination et la scission de la membrane de 

l’endosome précoce pour former les MVBs. Il permet notamment la déubiquitination ainsi 

que le décrochage des autres ESCRTs. L’oligomérisation des complexes ESCRTs est le 

fondement de ce modèle (45, 46). 

- Wollert & Hurley (47) ont proposé un modèle qui repose sur une reconstitution 

des complexes ESCRT-0, I, II marqués par des sondes fluorescentes sur des vésicules uni-

lamélaires géantes.  
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Figure 8 : Modèle du mécanisme moléculaire de la synthèse des MVBs proposé par Wollert et 
Hurley en 2010 (47). A) ESCRT-0 interagit avec les protéines cargos via ses UBDs. B) 
ESCRT-I et II interagissent avec les protéines cargos ce qui permet la libération du complexe 
ESCRT-0. C) Recrutement de ESCRT-III via ESCRT-I et II ce qui permet le processus de 
déubiquitination par l’action des DUBS. D) Obtention des ILVs contenant uniquement les 
protéines à dégrader. 
 

Dans ce modèle, le complexe ESCRT-0 interagit directement avec les récepteurs 

ubiquitinés via ses UBDs. Les protéines cargos sont concentrées à un endroit précis de la 

membrane de l’endosome précoce grâce à la sous-unité Hrs du complexe ESCRT-0 (Figure 

8A). Les complexes ESCRT-I et II induisent le bourgeonnement de la membrane et recrutent, 

via leurs UBDs, les récepteurs ubiquitinés (Figure 8B). Ces complexes recrutent également le 

complexe ESCRT-III qui est responsable de la déubiquitination des protéines destinées à la 

dégradation, en recrutant des DUBs. Par la suite ESCRT-III, localisé à la base du 

bourgeonnement (Figure 8C), provoque la scission de la membrane via ses sous-unités Vps20 

et Snf7 (9), formant ainsi les ILVs (Figure 8D). Les ILVs contiennent uniquement la protéine, 

et sont dépourvues d’ESCRT. 
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I.1.2.2.2. Le rôle des DUBs : AMSH et UBPY dans la formation des 
MVBs. 

 
Le tri des protéines membranaires destinées à la dégradation lysosomale nécessite la 

présence des ESCRTs et d’une étape de déubiquitination des protéines cargos effectuée par 

des déubiquitinases (DUBs). 

 

Les DUBs sont des protéases qui clivent de façon spécifique l’ubiquitine. Ceux sont des 

protéines modulaires contenant trois domaines : un domaine catalytique, un domaine 

d’interaction à l’ubiquitine (UBDs), et un domaine d’interaction protéine- protéine. Dans le 

génome humain, 100 protéines ont été définies comme ayant potentiellement une activité de 

déubiquitination. Elles sont classées dans cinq familles (48) : UCH (Ubiquitine C-terminal 

hydrolase), USP/UBP (protéase spécifique à l’ubiquitine), OTU (tumeur ovarienne), JAMM 

(JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme), et la famille ‘adenain’ (protéase à cystéine telle 

que ULP). Les deubiquitinases interviennent dans les voies régulées par l’ubiquitine. Trois 

rôles importants sont identifiés : 

- Synthèse d’ubiquitine libre à partir de chaîne de poly-ubiquitine (49), 

- Recyclage de l’ubiquitine (50, 51), 

- Régulation négative de l’ubiquitination (10). 

 

Parmi ces DUBs, seules deux sont capables d’interagir avec le complexe ESCRT-III. 

Grâce à cette interaction elles sont capables d'induire le signal d’internalisation des protéines 

cargos ainsi que le recyclage de l’ubiquitine sur l’endosome précoce (52). Il s’agit des DUBs : 

AMSH et UBPY.  

 

¬ AMSH est un membre de la famille JAMM, il s’agit d’une métalloprotéase 

dépendante du zinc (Figure 9). Elle est constituée d’un domaine MIT (Microtubule Interacting 

Domain), d’une séquence de localisation nucléaire (NLS), d’un domaine d’interaction à la 

clathrine (CBD), d’un motif consensus P-X-V/I-D/N-R-X-X-K-P, et d’un site 

catalytique (domaine JAMM). AMSH interagit avec la protéine CHMP3 du complexe 

ESCRT-III via son domaine MIT (42, 53). Son activité catalytique est dépendante de sa 

localisation sur la membrane de l’endosome précoce grâce à l’interaction de son domaine 

CBD (Clathrin Binding Domain) avec la chaîne lourde de la clathrine (54). Cette DUB 

interagit également avec le complexe ESCRT-0, plus précisément avec le domaine SH3 de la 
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protéine STAM2 via son motif P-X-V/I-D/N-R-X-X-K-P (différent du motif riche en proline 

P-X-X-P) (52) (Figure 9A). In vitro, AMSH clive préférentiellement les chaînes de poly-

ubiquitine K63 (51, 55). La structure d’AMSH a été résolue par diffraction Rayons X (code 

PDB : 2ZNR) (Figure 9B).  

 

 

Figure 9 : A) Représentation schématique de la structure modulaire de la déubiquitinase 
AMSH et B) représentation en ruban de la partie C-terminale [259-436] de la structure 
cristallographique de AMSH-LP (humaine) (code PDB : 2ZNR, résolution de 1,2 Å) (56).  
 

¬ UBPY, connue aussi sous le nom d’USP8, est une protéase à cystéine et 

appartient à la famille USP. UBPY est régulée par phosphorylation et par la fixation d’un 

inhibiteur (57). UBPY joue un rôle dans le contrôle de la stabilité protéique de trois protéines 

grâce à son activité de déubiquitination. Il s’agit des protéines Cdc25Mm (facteur d’échange 

de la protéine Ras spécifique du cerveau (58)), GRAIL et Ndrp1 (E3 ligases impliquées dans 

le processus d’endocytose (59, 60)). Comme AMSH, UBPY est aussi capable d’interagir avec 

STAM2 via ses motifs consensus P-X-V/I-D/N-R-X-X-K-P (Figure 10) (61). UBPY est 

composé de trois domaines (Figure 10A): Rhodanese-like (Rhod), DUF-1873, domaine 

catalytique. Le domaine Rhod est connu pour interagir avec une ubiquitine ligase Nrdp1, qui 

induit l’ubiquitination du récepteur ErbB3 (62). La fonction du domaine DUF-1873, localisé à 

l’extrémité N-terminale, n’a jamais été indentifiée. Row et al. suggèrent que ce domaine serait 

un domaine MIT capable d’interagir avec la protéine CHMP du complexe ESCRT-III (63). 

UBPY est spécifique via son domaine catalytique aux chaînes de poly-ubiquitine K48 et K63 

(12, 55, 64). La structure d’USP8 a été résolue par diffraction Rayons X (code PDB : 3N3K) 

(56) (Figure 10B).    
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Figure 10 : A) Représentation schématique de la structure modulaire de la déubiquitinase 
UBPY. B) Représentation en ruban de la partie C-terminale [775-1120] d’USP8 (humaine) 
(code PDB : 3N3K), résolution de 2,60 Å) (56).  
 
 

I.1.2.3. Régulation de la voie de dégradation lysosomale 

 
La voie de dégradation lysosomale peut être régulée de deux façons différentes, grâce 

à l’activité des DUBs, AMSH et UBPY : 

- Soit par contrôle du nombre de protéines capables de reconnaître les protéines 

cargos lors de l’endocytose et/ou au niveau du tri sur l’endosome précoce, 

- Soit par contrôle de la quantité des protéines cargos dirigées vers la dégradation. 

 

I.1.2.3.1. La mono-ubiquitination couplée 

 
Toutes les protéines de reconnaissance à l’ubiquitine (PRUb) possédant un ou 

plusieurs UBD peuvent être mono-ubiquitinés, ce processus est alors appelé mono-

ubiquitination couplée (65). Le domaine d’interaction à l’ubiquitine d’une PRUb n’est plus 

capable de reconnaître une protéine cargo car celui-ci interagit avec la molécule d’ubiquitine 

qui a été ajoutée. Récemment deux mécanismes moléculaires de la mono-ubiquitination 

couplée ont été identifiés en utilisant la protéine Eps15 comme modèle. 
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Figure 11 : Représentation schématique des deux mécanismes de la mono-ubiquitination 
couplée pour la protéine Eps15 directement par A) l’enzyme E3 (Need4) ou B) par l’enzyme 

E2 qui interagit avec l’enzyme E3 (66). 
 

Le premier mécanisme décrit par la Figure 11A, montre l’existence d’une interaction 

entre le domaine UIM de la protéine adaptatrice Eps15 et l’enzyme ubiquitine ligase E3 

HECT (Nedd4) modifiée par mono-ubiquitination. Cette enzyme E3 ubiquitinée est capable 

alors de transférer une seconde ubiquitine liée par une liaison thioester à son site actif vers le 

substrat Eps15 (67).  

Le second mécanisme est décrit sur la Figure 11B : l’enzyme E3 (RING) interagit avec 

le domaine UIM d’Eps15 via son domaine Ubl (Ub-like), et induit le transfert de l’ubiquitine 

directement liée à l’enzyme E2 vers Eps15 (68).  

 

La fonction biologique de la monoubiquitination couplée (auto-ubiquitination des 

récepteurs d’ubiquitine) n’est pas clairement définie. Une hypothèse serait l’auto-inhibition 

du récepteur d’ubiquitine, permettant une régulation de la quantité des protéines effectrices 

capables de promouvoir un signal (Figure 12). Ces protéines peuvent-être rapidement activées 

par l’effet des DUBs. La voie de dégradation lysosomale peut alors débuter.  
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Figure 12 : Modèle de régulation des protéines modifiées par la mono-ubiquitination 
impliquées dans la voie de dégradation lysosomale. Si une protéine de reconnaissance à 
l’ubiquitine (PRUb) est mono-ubiquitinée, l’interaction avec le récepteur sera impossible. En 

présence de DUB, la PRUb sera déubiquitinée et pourra interagir avec le récepteur. 
 

I.1.2.3.2. UBPY et AMSH. 

 
AMSH et UBPY induisent l’internalisation des protéines à dégrader dans les MVBs 

(cf section I.1.2.2.2. page 110-112). Elles sont également impliquées dans la régulation de la 

voie de dégradation lysosomale grâce à leur capacité à déubiquitiner les protéines cargos 

avant la prise en charge par les complexes ESCRT-II et –III.  

En effet, la DUB AMSH grâce à son interaction avec le domaine SH3 de STAM2 est activée 

puis déubiquitine les protéines cargos, qui sont dirigées par la suite dans la voie de recyclage 

(51). La DUB UBPY catalyse la déubiquitination des récepteurs membranaires activés par la 

fixation de leurs ligands directement à la surface cellulaire (69). Le récepteur n’étant plus 

ubiquitiné, il reste à la surface cellulaire et la transduction du signal est maintenue (70). 

 

I.2.  La protéine STAM 2 

 

STAM 1 et STAM 2 sont deux membres de la famille STAM (Signal Transducing 

Adaptator Molecular), qui ont été identifiés pour la première fois respectivement en 1996 

(71), et en 2000 (72). L’alignement des séquences de ces protéines indique une identité égale 

à 53% sur la totalité de la séquence, 71% sur les domaines VHS et UIM, 89% sur le domaine 

SH3 et 41% du coté C-terminal possédant un motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based 

Activation Motif) (Figure 13). Chaque protéine est constituée de deux UBDs (Ubiquitin 
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binding domains), VHS (Vsp27, Hrs/STAM) et UIM (motif d’interaction à l’ubiquitine), d’un 

domaine SH3 (Src homology 3) et d’un domaine GAT (GGA and TOM) qui permet 

l’interaction avec Hrs pour former le complexe ESCRT-0. STAM 1 et STAM 2 sont 

ubiquitaires (71, 72), et sont impliquées dans de nombreuses voies cellulaires telles que : 

- La transduction du signal intracellulaire médiée par des cytokines et des facteurs de 

croissance, 

- La synthèse et la réparation de l’ADN,  

- L’induction de myc lors de la stimulation par les interleukines 2 (IL-2) et GM-CSF, 

- La dégradation lysosomale des récepteurs transmembranaires, grâce à son interaction 

avec Hrs. Les protéines STAM2 et Hrs forment le complexe ESCRT-0. Celui-ci est impliqué 

dans la reconnaissance des récepteurs ubiquitinés et dans le recrutement de la voie ESCRTs 

(cf section I.1.2.2.1 pages 106-109). 

 

STAM 1 et STAM 2 ont les mêmes fonctions et interagissent avec les mêmes partenaires. 

La délétion par ‘knock out’ de ces deux protéines dans des cellules de fibroblastes, induit une 

inhibition de la dégradation des récepteurs EGFR (73). La délétion d’une des deux protéines 

n’a aucun effet sur la dégradation lysosomale. Ces informations suggèrent que ces deux 

protéines ont un effet compensatoire. Les protéines STAM1 et 2 peuvent être phosphorylées 

sur des tyrosines lors de l’activation via plusieurs cytokines (71, 72), empêchant ainsi 

l’interaction avec l’ubiquitine du fait de la modification de la surface d’interaction. 
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Figure 13 : Alignement des séquences de STAM1 (uniprot Q92783) et STAM2 (uniprot 
O75886) par ClustalW. 
 

Notre étude repose sur les domaines UIM et SH3 de STAM 2 seuls ou en interaction 

avec l’ubiquitine. 

  

I.2.1. Le domaine UIM 

 
Le domaine UIM est un motif de vingt résidus, organisé en hélice  Ce domaine a été 

identifié pour la première fois dans la sous-unité S5a (appelé aussi RPN10) du complexe 26S 

du protéasome (74). Ce domaine peut interagir avec l’ubiquitine (75). Le domaine UIM est 

identifié dans les protéines impliquées dans l’endocytose et le tri cellulaire dans l’endosome 

précoce (ex : Hrs, Vps27, STAM1 et 2 et Eps15). L’alignement de séquences multiples de ces 

protéines met en évidence une séquence consensus :  
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X- - - - - -X-X-Ala-X-X-X-Ser-X-X- -X-X-X-X, où X représentent les résidus les 

moins conservés,  les résidus hydrophobes et  représentent les résidus acides (Glu, Asp) 

(Figure 14). 

 

 

Figure 14 : Alignement des séquences de domaine UIM de s5A (Q9VFE4), Vps27 (P40343), 
Eps15 (P42566), Hrs (O14964), STAM1 (Q92783), et STAM2 (O75886) par ClustalW. Sont 
représentés en bleu les résidus acides (Ȍ), en vert les résidus hydrophobes (ĭ) et en rouge les 

résidus fortement conservés (Ser et Ala). Les résidus sont numérotés selon la séquence Vps27. 
 

Le domaine UIM, in vitro, interagit avec une affinité modeste (Kd = 0,1- 1mM) avec 

l’ubiquitine (76, 77). Le domaine UIM de Hrs est atypique, il est nommé DUIM (double motif 

interaction à l’ubiquitine) car il est capable d’interagir avec deux molécules d’ubiquitine 

(Figure 15A) avec la même affinité (39). La caractérisation des domaines UIM de Hrs, Vps27 

et STAM2 par le logiciel Heliquest (logiciel disponible sur la plateforme bioinformatique 

Expasy ou http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) (Figure 15B), a permis d’identifier les surfaces 

hydrophobes impliquées dans l’interaction avec l’ubiquitine. On remarque que pour le 

domaine UIM de Hrs il existe deux surfaces hydrophobes S-L-A-L et S-L-Q-L localisé de 

part et d’autre de l’hélice (Figure 15A). Dans le cas du domaine UIM-2 de Vps27 on ne 

trouve qu’une seule surface hydrophobe sur l’hélice il s’agit d’une hélice amphiphile 

(Figure 15B). 
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Figure 15 : Représentation du domaine UIM en complexe avec l’ubiquitine. A) le domaine 
UIM de Hrs (en rouge) interagit avec deux molécules d’ubiquitine (2K6D) avec la même 
interface d’interaction pour les deux ubiquitines. B) le domaine UIM de Vps27 interagit avec 
une molécule d’ubiquitine ; la surface d’interaction fait intervenir le patch hydrophobe de 

l’ubiquitine Leu8, Ile44, Val70 (représenté en jaune et en bâton). 
 

Les expériences RMN de perturbation de déplacement chimique (CSP) sur l’ubiquitine 

marqué 15N en interaction avec un domaine UIM non marqué, et les expériences de 

calorimétrie indiquent que la surface d’interaction sur l’ubiquitine met en jeu un patch 

hydrophobe décrit dans la littérature, constitué de Val70, Ile44 et Leu8 (76). Du coté UIM, les 

résidus impliqués sont hydrophobes et fortement conservés : Leu176, Ala179, et Ser183 (76, 

78). Les régions chargées négativement interviennent dans des interactions électrostatiques 

avec UIM, elle permettent le positionnement correct de l’ubiquitine (76). La structure du 

domaine UIM de STAM 2 n’a pas été résolue, toutefois la caractérisation de l’hélice avec le 

logiciel Heliquest identifie une seule surface hydrophobe. On peut donc supposer qu’une 

seule ubiquitine interagit avec le domaine UIM de STAM2 (Figure 16A-B). 

A 

B



 - 119 - 

 

Figure 16 : A) Structure du domaine UIM de STAM 2 modélisée par homologie de séquence 
via CNS. B) Résultat du programme Heliquest : représentation de la surface hydrophobe sur 
le domaine UIM de STAM2 par une flèche. Les résidus hydrophobes sont colorés en jaune.  
 

I.2.2.  Le domaine SH3 

 
Le domaine SH3 est un domaine d’interaction protéique présent chez de nombreuses 

protéines. Il a été dénombré dans la banque de données Pfam environ 2000 protéines 

possédant une séquence primaire et une topologie similaires à ce domaine 

(http://pfam.sanger.ac.uk/). Celui-ci est impliqué dans la régulation d’interactions protéine-

protéine et dans de nombreux processus biologiques tels que : le recrutement des cellules 

immunitaires, l’endocytose, la synthèse des corps multi-vésiculaires dans la voie de 

dégradation lysosomale, etc. Le domaine SH3 est constitué d’environ 60 acides aminés. Les 

différentes structures cristallographiques ou RMN de ce domaine, indique la présence d’une 

hélice 310 et d’un corps en tonneau -barrel) constitué de cinq feuillets connectés par 

trois boucles appelées RT, n-Src, et distale (Figure 17). 
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Figure 17 : Représentation de la structure du domaine SH3 de STAM2. (Code PDB : 1X2Q) 
 

Les domaines SH3 peuvent interagir avec de nombreux motifs. Dans la littérature, les 

motifs riches en proline possédant un motif consensus P-X-X-P sont les plus répandus. 

Cependant il a été démontré récemment que certains de ces domaines pouvaient interagir avec 

des motifs dépourvus de proline, tels que l’ubiquitine (79). 

 

I.2.2.1. SH3 en interaction avec les motifs riches en proline 

 
Le domaine SH3 interagit avec des protéines possédant une séquence riche en proline 

(PRS) de type : P-X-X-P (affinité faible de l’ordre du μM). Il existe deux classes de motif 

PRS : la classe 1 P-X-X-P-X-X-R et la classe 2 X-P-X-X-P-X-R. Dans les deux cas, le ligand 

adopte une hélice gauche poly-proline de type 2 (PPII)(80).  

Dans la littérature, il a été mis en évidence que certains domaines SH3 étaient capables 

d’interagir avec des ligands ne possédant pas le motif P-X-X-P. Par exemple, le domaine SH3 

de Eps8 fixe un motif consensus P-X-X-D-Y (81), le domaine SH3 de Hpb interagit avec 

UBPY (P-X-(V/I)(D/N)R-X-X-K-P) (61), et le domaine SH3 de CIN85 fixe un motif 

atypique proline-arginine (P-X-X-P-R) de Cbl, une ubiquitine ligase. Cette interaction est 

dépendante de la phosphorylation de Cbl par EGFR, ce qui suggère une modification 

structurale qui expose ou stabilise le motif P-X-X-P-R (82, 83). L’ensemble de ces motifs 

atypiques mime une hélice PPII.  

 

Dans tous ces cas, la surface d’interaction sur le domaine SH3 implique des résidus 

hydrophobes localisés dans trois poches peu profondes définies par l’hélice 310 et les boucles 

n-Src et RT.  
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I.2.2.2. SH3 est un domaine en interaction avec l’ubiquitine (UBDs)  

 

Stamenova et al., ont identifié par pull-down deux protéines endocytiques Sla1 et 

CIN85 capable d’interagir avec l’ubiquitine et les protéines cargos via leurs domaines SH3 

(79). 

 

Sla1 est une protéine de 1244 acides aminés impliquée dans la régulation de l’actine 

du cytosquelette et est requise dans l’internalisation rapide des récepteurs transmembranaires 

(84). Elle interagit avec de nombreuses protéines endocytiques telles que l’endophiline de 

levure (Rvs167), la synaptojanine (Sjl2) et l’ubiquitine ligase Rsp5 (85, 86). Sla1 possèdent 

trois domaines SH3 : SH3-1, SH3-2 (résidus 1-130) séparé par un long linker acide de 223 

acides aminés du domaine SH3-3 (350-420). La délétion de ce dernier domaine induit une 

diminution sévère de l’interaction de l’ubiquitine avec Sla1. Ce résultat suggère que le 

domaine SH3-3 de Sla1 est responsable de la reconnaissance de l’ubiquitine. 

 

CIN85 est une protéine de 665 résidus, qui présente 35% d’identité avec la protéine 

Sla1 (Figure 18A). Elle est impliquée dans l’internalisation des récepteurs de facteur de 

croissance et interagit avec l’endophiline, Hip1R et l’ubiquitine ligase Cbl (87-89). Comme 

Sla1, CIN85 possède trois domaines SH3 : SH3-A, SH3-B et SH3-C. Des expériences GST 

pull down ont mis en évidence que ces trois domaines sont capables d’interagir avec 

l’ubiquitine, ce sont donc des UBDs (79).  

 

Comment le domaine SH3 reconnaît l’ubiquitine, qui ne possède aucun motif riche en 

proline ou de motif atypique ? 
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Figure 18 : Les domaines SH3-3 de Sla1 et SH3-C de CIN85 en interaction avec l’ubiquitine. 

A) Alignement de séquence des domaines SH3 de Sla1 (levure) et de CIN85 (souris) par 
clustalW. B) Structure en ruban du complexe SH3-3 (Sla1)/ubiquitine code PDB : 2JT4. C) 
Structure en ruban du complexe SH3-C (CIN85)/ubiquitine code PDB : 2K6D.  
 

Les structures des domaines SH3-3 de Sla1 et SH3-C de CIN85 en interaction avec 

l’ubiquitine ont été résolues respectivement par Rayons X et par RMN (respectivement 2JT4 

et 2K6D) (Figure 18B) (90, 91). Ces complexes SH3/ubiquitine ont été également caractérisés 

par RMN (79, 91). Les expériences de perturbation de déplacement chimique permettent 

d’identifier les surfaces d’interaction sur les différents partenaires et de mesurer les constantes 

de dissociation. Comme tous les UBDs, l’affinité du domaine SH3 pour l’ubiquitine est faible 

puisque le Kd est de 40 μM pour la protéine Sla1 (90) et de 171μM pour CIN85 (91). Dans les 

deux cas, les résidus de l’ubiquitine impliqués dans l’interaction sont localisés sur le patch 

hydrophobe : Leu8, Ile44, Val70, et Leu73 (90, 91). Du côté des domaines SH3 de Sla1 et 

CIN85, les résidus impliqués dans l’interaction avec l’ubiquitine sont localisés sur les boucles 

RT, n-Src et hélice 310.  De plus, une compétition entre l’ubiquitine et un motif PRS observée 

par RMN (CIN85- (91)) et GST pull down (Sla1-(79)) a été décrit dans la litérature.  
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Les mutations des résidus conservés Y362A, Q408A, F409A, F364A, W391 du 

domaine SH3 de Sla1, abolissent l’interaction avec l’ubiquitine (79). Ce résultat suggère que 

ces résidus, localisés sur l’hélice 310 et les boucles n-Src et RT, sont impliqués dans 

l’interaction avec l’ubiquitine (Figure 19B).  

 

I.2.2.3. Le domaine SH3 de STAM2 

 
La délétion du domaine SH3 de STAM2 provoque une régulation négative sur la 

synthèse d’ADN stimulée par les interleukines-2 et par les macrophages granulocytes (92), ce 

qui suggère que ce domaine est impliqué dans la régulation de cette voie cellulaire. 

Le domaine SH3 de STAM2 est connu pour interagir avec la protéine Rin1 via un motif riche 

en proline (93). Cette protéine est capable de bloquer la mort cellulaire induite par Ras (94). 

Des études ont mis en évidence que Rin1 est recruté par EGFR via son domaine SH2 et régule 

la transduction du signal induite par l’activation du facteur de croissance EGF (31).  

Le domaine SH3 de STAM2 interagit également avec deux déubiquitinases UBPY (Figure 

19A) (Ubiquitin specific protease Y) et AMSH (associated molecule of SH3 domaine of 

STAM) (43, 52, 61), au cours de la biogenèse des corps multi-vésiculaires MVBs, via leur 

motif consensus P-X-V/I-D/N-R-X-X-K-P (cf section I.1.2.2.2 pages 110-112). La capacité 

d’UBPY à cliver spécifiquement les chaînes de poly-ubiquitines K48 et K63 permet 

respectivement de protéger STAM2 de la dégradation protéosomale et d’internaliser les 

protéines cargos dans les ILVs. Par des expériences de fluorescence, l’affinité du complexe 

SH3-STAM2/peptide- UBPY a été estimée à ~27μM (43). Dans la littérature, il existe deux 

structures du domaine SH3 de STAM2 : en absence de substrat (1X2Q) et en interaction avec 

le peptide dérivé de la DUB UBPY (1UJ0) (Figure 19A) (43).  
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Figure 19 : Surface d’interaction du domaine SH3 de STAM2 lors de l’interaction avec A) 
UBPY en rouge (code PDB : 1UJ0- STAM2) et B) SH3 de Sla1 en interaction avec 
l’ubiquitine en jaune (code PDB : 2JT4- Sla1).  
 

L’alignement multiple de quatorze séquences de domaines SH3 (Figure 20), met en 

évidence que la nature du résidu localisé en position 76 joue un rôle crucial dans l’interaction 

entre les domaines SH3 et l’ubiquitine (79) (Figure 20). On peut noter que les domaines SH3 

de Sla1 (SH3-3), de CIN85 (SH3-A, B et C), et de l’amphiphisine1 connus pour être des 

UBDs (90, 91), possèdent à cette position une phénylalanine. Alors que les domaines SH3-1, 

SH3-2 de Sla1 et SH3-1, SH3-2 de GRB2, connus pour ne pas interagir avec l’ubiquitine, 

possèdent à cette position une tyrosine (Figure 20). Des études structurales indiquent que ce 

résidu est localisé dans le cœur hydrophobe des domaines SH3. Des études de mutagenèse sur 

le domaine SH3-3 de Sla1 et SH3-C de CIN85 ont démontré que le remplacement de la Phe76 

(Phe409 dans la séquence primaire de Sla1 et CIN85) par une tyrosine induit un clash stérique 

qui abolit l’interaction SH3/ubiquitine (90, 91).  
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Figure 20 : Alignement multiple de 14 séquences de domaine SH3. La numérotation des résidus ne tient pas compte des séquences primaires de 
ces domaines. L’acide aminé clef dans l’interaction SH3/Ub : Phe76 est encadré en bleu. 
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Les domaines SH3 de STAM2, et STAM1 ne sont pas connus pour être des UBDs. Or 

d’après l’alignement de séquence (Figure 20) ces domaines possèdent en position 76 une 

phénylalanine comme les domaines SH3 de CIN85. Ce résultat suggère que le domaine SH3 

de STAM2 serait capable d’interagir avec l’ubiquitine. Récemment, des expériences GST pull 

down réalisées par le Dr Daniela Hoëller, à l’université de Vienne (Autriche), ont montré que 

le domaine SH3 de STAM2 est capable d’interagir avec l’ubiquitine (résultats non présentés 

ici). Afin de confirmer cette interaction, Anja Lange a réalisé, au cours de sa thèse au 

laboratoire, des expériences préliminaires de titration du domaine 15N-UIM-SH3 de STAM2 

par l’ubiquitine. Au cours de cette étude, il a été démontré que le domaine SH3 de STAM2 est 

affin pour l’ubiquitine. La constante d’affinité du complexe SH3/Ub a été estimée à (630 ± 

100) μM à partir d’expériences RMN de perturbation de déplacement chimique (95).  

 

Notre objectif est de reproduire ces résultats et de caractériser plus précisément le 

complexe UIM - SH3/ubiquitine par RMN, en identifiant par exemple la stoechiométrie, la 

nature des interactions et les surfaces d’interaction de chacun des partenaires. Enfin, une étude 

de compétition sur UIM-SH3 entre l’ubiquitine et UBPY, a permis d’améliorer nos 

connaissances sur les mécanismes de régulation de la voie de dégradation lysosomale.  
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II. Matériels et méthodes

 

II.1. Matériel biologique. 

 

II.1.1. Production et purification des domaines UIM-SH3 de STAM2. 

 

Les domaines UIM-SH3 de la protéine STAM2 (résidus 162 à 265) sont exprimés à partir 

d’un plasmide pETEM60, fourni par le Dr Daniela Höller. La protéine UIM-SH3 est 

exprimée avec un tag de fusion (His)6-NusA du coté N-terminal. Ce Tag est éliminé au cours 

de la purification grâce à un site de clivage spécifique à l’enzyme TEV localisé après les tags. 

La séquence en acides aminés de UIM-SH3 donnée en Figure 21: 

 

Figure 21 : Séquence en acides aminés de la protéine UIM-SH3. Les résidus du motif UIM 
sont en bleu, ceux du domaine SH3 sont en rouge, et ceux du linker en vert. 
 

Les protocoles d’expression et de purification des protéines décrits ci-dessous ont été utilisés 

par Anja Lange lors de sa thèse au laboratoire (95). 

II.1.1.1. Production UIM-SH3 non marquée et marquée uniformément 
en 15N et ou 13C. 

 

Une colonie de bactéries E. coli BL21 (DE3) transformée par le vecteur recombinant 

pETEM60-UIMSH3 est introduit dans 50 mL de LB (1% bactériotryptone ; 0,5% d’extrait de 

levure, 1% NaCl) supplémenté de 50 μL de kanamycine (solution stock à 50 mg/mL). Cette 

préculture est incubée à 37°C pendant une nuit sous agitation (~220 rpm).  

25 mL de préculture LB est inoculée dans un litre de milieu LB dont on a ajouté 1 mL de 

kanamycine. Le milieu de culture est incubé à 37°C sous agitation (~220 rpm). Lorsque la 

densité optique à 600 nm atteint 0,8 l’expression de la protéine est induite par l’ajout d’IPTG 

(1 mL à 1 mM). Les bactéries sont incubées à 30°C sous agitation, pendant cinq heures. Les 

cellules sont ensuite centrifugées à 3000 rpm pendant 25 minutes. Puis le culot bactérien est 

conservé à -80°C jusqu’à la purification. 
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Pour le marquage uniforme en 15N, et 15N-13C d’UIM-SH3 le protocole de production 

est identique au précédent (Figure 22). Seul le milieu de culture est différent, on utilise un 

milieu minimum M9 (KH2PO4 à 95,5 mM, K2HPO4 à 57,4 mM, K2SO4 à 13,8 mM, Na2HPO4 

à 25,1 mM, pH=7,2) supplémenté par 1 mM MgSO4, 1mM Ca Cl2, 4 g/L 12C6-(D)-glucose, 

6μg/L thiamine et 1 g/L 15NH4Cl comme source d’azote. Pour le marquage 13C-15N de la 

protéine le 12C-(D)-glucose est remplacé par 4 g/L de 13C-(D)-glucose. La vitesse de 

croissance des bactéries E. coli dans un milieu minimum est fortement diminuée, ainsi le 

temps d’obtention d’une DO660 de 0,8 est d’environ 8 Heures. La phase d'induction se déroule 

ensuite sur la nuit à une température de 21°C sous agitation, au lieu de 5 heures à 30°C. 

 

 

 

Figure 22 : Protocole de production des domaines UIM-SH3 de STAM2, marqués 

uniformément en 15N ou 15N-13C.  

 

II.1.1.2. Purification 

 

Le protocole de purification est identique quelque soit le marquage de la protéine. La 

figure 23 indique les six étapes qui permettent d’obtenir une protéine UIM-SH3 pure :  

1- Lyse bactérienne : le culot bactérien correspondant à 1L de culture, est repris dans 50 mL 

de tampon de lyse à pH=7,2. (Tris à 50 mM, NaCl à 250 mM, 5% de glycérol, 10mM 

d’imidazole) supplémenté par 1 mM de PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride = inhibiteur 
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de protéase à sérine et acetylcholinesterase), 2,5μg/mL de STI (Soybean Trypsin Inhibitor), et 

20μL de -mercapto-éthanol. La suspension cellulaire est ensuite soniquée, selon le 

programme indiqué dans la figure 23 (Sonicateur : Satorius stedim LABSONIC-P), puis 

centrifugée à 12000 rpm à 4°C (pour sédimenter les débris cellulaires). Le surnageant 

contenant notre protéine d’intérêt et les protéines bactériennes est récupéré. 

2- Purification de la protéine de fusion (His)6-NusA-site de clivage-UIMSH3 : le 

surnageant est introduit dans une colonne de 5 mL HisTrap FF (GE Healthcare). Cette étape 

permet d’éliminer les protéines bactériennes. La protéine His-NusA-UIM-SH3 est retenue sur 

la colonne par sa queue histidine qui possède une forte affinité pour le nickel (Ni). La protéine 

est lavée avec un tampon de chargement à pH=7,2 (Tris à 50 mM, NaCl à 250 mM, 1% 

glycérol, imidazole à 10 mM) et éluée avec un gradient croissant de tampon d’élution à pH 

équivalent (Tris à 50 mM, NaCl à 250 mM, 1% glycérol, Imidazole à 400 mM).

3- Clivage par l’enzyme TEV : les fractions contenant la protéine de fusion sont mises en 

contact avec l’enzyme TEV pendant toute la nuit à 4°C, le milieu est supplémenté avec 10 

mM de -mercapto-éthanol, 1mM d’EDTA. On obtient ainsi un mélange de protéine UIM-

SH3 et de Tag (His)6-NusA.  

4- Eliminations des tags (His)6-NusA et l’enzyme TEV : le mélange est dialysé, afin 

d’éliminer l’excès d’imidazole, contre 4L de tampon de dialyse (Tris/HCl 50 mM, NaCl à 250 

mM, 5 mM d’imidazole) pendant une nuit, puis pendant trois heures de plus contre 2 L de 

tampon. Le mélange protéique (supplémenté par 10% de glycérol) est introduit dans une 

colonne de Ni-NTA équilibré par le tampon de lavage. Cette étape permettra de récupérer 

UIM-SH3 non retenue par la colonne. Les Tags et l’enzyme TEV sont élués en augmentant la 

concentration d’imidazole dans le tampon d’élution (Tris à 50 mM, NaCl à 250 mM, 1% 

glycérol, imidazole à 400 mM à pH = 7,6).  

5- En cas de faible contamination d’UIM-SH3 par (His)6-NusA la cinquième étape permet 

d’obtenir une protéine pure. UIM-SH3 est séparée de ses contaminants par une 

chromatographie d’exclusion en utilisant une colonne de Sephacryl 100 16/60 (GE 

Healthcare). 

6- UIM-SH3 dans les conditions d’étude RMN. La protéine est dialysée contre le tampon 

utilisé en RMN (20 mM de sodium phosphate à pH = 6,8) afin d’éliminer le sel du tampon de 

la colonne précédente (20 mM de sodium phosphate, 130 mM NaCl, à pH = 6,8) pendant une 

nuit. Ensuite la solution de protéine est concentrée par des filtres à centrifugés (marque 

AMICON, rejection à 3kDa, Millipore). Puis la concentration d’UIM-SH3 est estimée par un 

dosage de Pierce. 
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Figure 23 : Schéma du principe du protocole de purification de la protéine UIM-SH3. 

 

La pureté de la protéine UIM-SH3 est testée par SDS page au cours de chaque étape 

de la purification (Figure 24). 

 

Figure 24 : Suivi de la purification de la protéine UIM-SH3 par gel dénaturant SDS. 
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II.1.2. Production et purification de l’enzyme de clivage TEV. 

 

La protéine TEV est produite sous la forme d’une protéine de fusion MBP-site clivage 

spécifique à TEV- (His)6-TEV, grâce à un plasmide fourni par le Dr Daniela Höller. Celui-ci 

est transformé dans E. coli BL21 (DE3). Le protocole est identique au protocole de 

production d’UIM-SH3 non marqué. Lorsque la DO660 nm = 1, l’expression de la protéine est 

induite après ajout d’IPTG. L’induction se déroule sur la nuit à 20°C, sous agitation. Durant 

l’expression la protéine de fusion s’autoclive et libère la protéine TEV en fusion avec un tag 

(His)6 en N-terminal. La purification de la protéine de fusion (His)6-TEV est réalisé sur une 

colonne HisTrapFF (GE Healthcare). La protéine est ensuite conservée dans 50% de glycérol 

et congelée à -80°C. 

 

II.1.3. Production et purification de Ub 14N et 15N. 

 

Les protéines d’ubiquitine sauvage ou mutée : Ub L8AI44AD77, et Ub (K48C) sont 

exprimées à partir du plasmide pET2a, qui porte un gène de résistance à l’ampicilline. Ces 

plasmides recombinants ont été fournis par le Prof. David Fushman, de l’université du 

Maryland (USA). 

 

II.1.3.1. Production d’ubiquitine sauvage ou mutée, non marquée ou 
uniformément marquée en 15N. 

 

Le milieu d’expression de l’ubiquitine sauvage ou mutée est un milieu d’auto-induction 

(Figure 25). Pour l’ubiquitine non marquée, le milieu d’auto-induction est composé de 3,3 g 

de (NH4)2SO4, 6,8 g de KH2PO4, 7,1 g de Na2HPO4, 10 g de tryptone, 5 g d’extrait de levure, 

1 mM de MgCl2, 0,5 g de glucose, 2 g lactose et 5 g de glycérol par litre de milieu. Pour le 

marquage uniforme en 15N, le milieu d’auto-inhibition comprend 6,8 g de KH2PO4, 1,4 g de 

Na2SO4, 0,04% de citrate de fer, 1 mM de MgCl2, 0,5 g de glucose, 2 g de lactose et 5 g de 

glycérol complété avec 1 g 15NH4Cl. Au cours de la croissance bactérienne, le glucose et le 

glycérol sont les sources de carbone. Quand les réserves vont être épuisées, les bactéries 

utiliseront alors le lactose comme nouvelle source de carbone et l’expression de la protéine 

débutera. Les plasmides recombinants qui expriment l’ubiquitine sauvage ou mutée sont 

transformés dans E. coli BL21 (DE3). Les milieux de culture sont ensemencés avec 1/10 de 
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volume de préculture qui a poussé pendant 6 heures. Les milieux de culture sont ensuite 

incubés à 37°C pendant une nuit. Les bactéries sont enfin culottées par centrifugation (3000 

rpm), puis congelées à -80°C.  

 

 

Figure 25 : Protocole de production d’ubiquitine non marquée ou marquée uniformément 
15N.  
 

II.1.3.2. Purification 

 

Les cellules récoltées sont remises en suspension dans 50 mM Tris / HCl pH 7,6, 

0,02% (v / v) Triton X-100, 10 mM MgCl2, 1 mM PMSF et des IST 2,5 ȝg/mL. Après 

sonication, le lysat est centrifugé pendant 20 minutes à 12 000 rpm (Beckman Coultier, 45Ti). 

Les protéines bactériennes sont précipitées par ajout de 1 à 2 % (v / v) d'acide perchlorique 

sous agitation continue. Par centrifugation les protéines bactériennes dénaturées sont 

éliminées (20 min à 12 000 rpm). Le surnageant est dialysé contre 50 mM de tampon acétate 

d'ammonium pH 4,5 pendant au moins 6 heures. Ensuite, le surnageant dialysé est chargé sur 

une colonne 5ml SP Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le 

tampon de charge (50 mM acétate d'ammonium pH 4,5). L'ubiquitine est ensuite éluée par un 

gradient de sel (jusqu'à 350mM). L'ubiquitine est concentrée et le tampon est échangé (20 

mM de phosphate de sodium pH 6,8) à l'aide d'amicon Ultra-15 (rejection à 3kDa).  

 

La concentration a été déterminée par l'absorbance à 280nm en utilisant le coefficient 

d'extinction massique de 0,16 (mg / ml)-1 cm-1.  
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II.2. Méthodes RMN. 

 

II.2.1. Méthodes générales  

 

L’ensemble des données RMN a été enregistré à 288 K (15°C). Les échantillons sont 

conditionnés dans un tampon contenant 20 mM de sodium phosphate pH = 6,8, 10 % de D2O, 

0,02 % (w/v) NaN3, et en absence ou en présence de chlorure de sodium 100mM.  

 

II.2.2. Attribution de la protéine UIM-SH3 

 

Pour effectuer l’attribution, la protéine UIM-SH3 est uniformément marquée en [13C - 
15N]. La méthode d’attribution repose sur une combinaison d’expériences hétéronucléaires 3D 

HN(CO)CA, HNCA, HNCO et NOESY-HSQC. Le principe de chacune de ces expériences 

est présenté dans le chapitre Matériels et Méthodes de la CK-MM (cf chapitre 1- section II.2.3 

pages 48-49).  

Les paramètres d’acquisition de ces différentes expériences sont résumés dans le 

Tableau 4 suivant : 

 

Echantillons Expériences ns t1 (
1H) t2 (

13C) t3 (
15N) Temps ( en H) 

[15N-13C]-UIMSH3 

[UIMSH3] = 1,16 mM 

HN(CO)CA 20 1024 70 46 27H 

HNCA 16 1024 80 46 78H15 

HNCO 24 1024 32 46 15H50 

Tableau 4 : Paramètres d’acquisition des expériences 3D pour l’enregistrement et le 

traitement des données (t1 (1H), t2 (13C), t3 (15N) sont les nombres de points dans les 
dimensions proton, carbone et azote respectivement ; ns = nombre de scans). 
 
 
 

II.2.3. Etude structurale des complexes UIM-SH3/ubiquitine et UIM-SH3 / 
ubiquitine /peptide UBPY 

 

II.2.3.1. Expérience de titration et analyses 

 

Afin de caractériser les surfaces d’interaction entre UIM-SH3 et l'ubiquitine ou le 

peptide dérivé de UBPY, des séries d’expériences 2D 1H-15N HSQC sont enregistrées en 
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marquant un partenaire en 15N et en ajoutant progressivement le second partenaire non 

marqué. 

Le peptide UBPY a été synthétisé par Covalab via la méthode standard Fmoc. Sa 

séquence en acides aminés est : TPMVNRENKPP (voir pages 111-112). Dans la littérature, il 

a été démontré que ce motif interagit avec le domaine SH3 de STAM2, avec une affinité de 

27μM (43). 

 

Les tableaux de concentration des différentes expériences sont présentés ci-contre (le 

détail des expériences se trouve en Annexe A-3 et A-4 pages 193-195): 

 

Expériences de titration [UIM-SH3] [Ub]0 Rapport de concentration 

15N-UIM-SH3/ 14N-ubiquitine en 

présence de sel (100 mM) 

220 μM 20 mM [Ub]/[UIM-SH3] = 0 à 12,5 

15N-UIM-SH3/ 14N-ubiquitine en 

absence de sel 

250 μM 4,97 mM [Ub]/[UIM-SH3] = 0 à 12,12 

15N-ubiquitine/ 14N- UIM-SH3 en 

présence de sel (100 mM) 

250 μM 180 μM [UIM-SH3]/[Ub]= 0 à 9,27 

15N-UIM-SH3/ 14N-ubiquitine 
[L8AI44AD77] en présence de sel 

(100 mM) 

220 μM 20 mM [Ub]/[UIM-SH3] = 0 à 27,18 

15N-UIM-SH3/ peptide UBPY en 

absence de sel 

250 μM 1,1 mM [Ub]/[UIM-SH3] = 0 à 6,4 

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des expériences de titration sur le complexe UIM-
SH3/ubiquitine. [Ub]0 : concentration de la solution mère en ubiquitine et [UIM-SH3] : 

concentration initiale en UIM-SH3 en absence d’ubiquitine. 
 

Expériences de 

compétition 
[UIM-SH3] [peptide]0 [Ub]0 Rapport de concentration 

15N-UIM-SH3/peptide 

UBPY/ 14N-ubiquitine 

250 μM 1,1 mM 4,97 mM 
 

[peptide]/[UIM-SH3] = 0 à 6,4 

[Ub]/[UIM-SH3] = 0 à 2,65 

15N-UIM-SH3 / 14N-

ubiquitine/peptide UBPY 

220 μM 1,1 mM 4,97 Mm [Ub]/[UIM-SH3] = 0 à 6,28 

[peptide]/[UIM-SH3] = 0 à 1,40 

Tableau 6 : Récapitulatif des expériences de compétition entre le peptide UBPY et 
l’ubiquitine sur UIM-SH3 (en absence de sel). [Ub]0  et [peptide]0 correspondent 
respectivement à la concentration de la solution mère en ubiquitine et du peptide UBPY ; et 
[UIM-SH3] correspond à la  concentration initiale en UIM-SH3 en absence d’ubiquitine et 
peptide. 
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La perturbation de déplacement chimique ( ) décrit le changement de position des 

résonances amide (-NH) sur le spectre HSQC en fonction de la concentration en substrat 

ajouté. Le  est calculé à partir de l’équation suivante (96): 

       
2/122

2/5/
15N1H

ǻį+ǻį=ǻį    (1)

Le  est aussi utilisé pour calculer la constante de dissociation, Kd, des complexes 

UIM-SH3/ubiquitine (du coté UIM-SH3 et du coté de l’ubiquitine) et UIM-SH3/peptide 

UBPY (du coté d’UIM-SH3). Si on considère un modèle où le motif UIM et le domaine SH3 

interagissent chacun avec une molécule d’ubiquitine, le Kd est calculé à partir de cette 

équation: 

000

2

0000
2/4 PPLK+P+LK+P+Lǻį=ǻį

ddLB
  (2) 

où [P0] et [L0] sont les concentrations molaires de la protéine marquée et de la protéine 

partenaire non marquée.  

Le Kd and LB sont ajustés par une régression non linéaire par un programme Matlab (The 

Math-Works, Inc). Les erreurs sont estimées à partir d’un échantillonnage comprenant 10 % 

d’erreur sur la concentration des protéines. 

 

II.2.3.2. Détermination de la stœchiométrie de l’interaction : mesure 
des vitesses de relaxation longitudinale R1 et transversale R2 et 
mesure de paramètre nOe. 

 
La mesure des paramètres nOe, et des vitesses de relaxation longitudinale R1, et 

transversale R2 permettent d’obtenir des informations sur la dynamique globale d’une 

protéine. Ces vitesses de relaxation sont responsables du retour à l’équilibre de l’aimantation 

macroscopique après excitation des systèmes de spin par une ou plusieurs impulsions de 

champs radiofréquence. Le principe de la relaxation de spin est détaillé dans le chapitre 1 

section II.2.4 pages 49-50. 

Le paramètre nOe correspond au phénomène de relaxation croisée, qui se traduit par 

un échange d’aimantation entre deux spins en interaction dipolaire. Il peut fournir des 

informations de distances entre deux protons d’une biomolécule. Le paramètre nOe 

hétéronucléaire entre les spins 15N et 1H, dont la distance qui les sépare peut être supposée 

constante et connue (rHN ~ 1,01 Å), ne dépend plus que du temps de corrélation effectif entre 

les deux spins (c'est-à-dire de l’amplitude de leur mouvement).  
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En pratique, la mesure du paramètre nOe se fait à l’aide de deux expériences HSQC 

afin de quantifier la perte du signal tout au long de la séquence et ne mesurer que la quantité 

de signal transféré par effet nOe. Dans la première expérience (expérience de saturation), on 

exerce une irradiation de quelques secondes sur les 1H afin de créer un état stationnaire, puis 

on observe l’effet de cette perturbation sur l’aimantation longitudinale du spin 15N. Pour la 

seconde expérience (expérience de référence), l’irradiation en résonance des protons est 

remplacée par une irradiation hors résonance afin de produire le même échauffement que dans 

la première expérience. Les paramètres nOe sont directement obtenus en faisant le rapport des 

intensités des pics de corrélation 1H-15N issus de chaque expérience (respectivement Isat et 

Iref) :  
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Plus la liaison N-H est rigide, moins la perturbation des 1H affectera la relaxation des spins 
15N, donc plus le nOe sera proche de 1 (Isat proche de Iref). Au contraire, une liaison H-N 

mobile se traduit par un nOe << 1 (Isat << Iref). 

  

A partir des valeurs de R1, R2 et nOe, il est possible de déterminer le temps de 

corrélation ( c) de la protéine étudiée grâce aux équations suivantes (97) : 
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Ainsi pour une protéine de haut poids moléculaire, dont le c est faible, la vitesse de relaxation 

R1 diminue, alors que la vitesse de relaxation R2 augmente. Dans le cas d’une protéine de 

petite taille, avec un c élevé (proche de la picoseconde), les vitesses de relaxation R1 et R2 

augmentent car le terme J (0) de l’équation 5 est négligeable (Figure 26).  

 

Figure 26 : Dépendance des R1 et R2 sur le temps de corrélation c (à partir des équations 10 

et 11). En utilisant 922
104,5 1=BȖ s-2 et 0/2 Hz. Les deux axes sont 

logarithmiques. 
 

Le temps de corrélation représente le temps moyen nécessaire pour qu'une protéine 

évolue d’un radian dans l’espace. Pour les protéines globulaires une approximation sphérique 

peut être utilisé et le temps de corrélation de rotation est donné par la loi de Stokes : 
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4
       (8) 

où Ș est la viscosité du solvant, r est le rayon hydrodynamique efficace de la protéine, k est la 

constante de Boltzmann et T est la température. Le rayon hydrodynamique peut être estimée à 

partir de la masse moléculaire de la protéine (Mw) : 

 

r
N

Mw
r

a

3

4

3
   (10) 

1 / T2 

1 / T1 

 



 - 138 - 

où ȡ est la densité moyenne pour les protéines (1,37 g/cm3), Na est le nombre d'Avogadro, et 

rr est le rayon d'hydratation (98). 

 

Les expériences de relaxation sont réalisées sur des échantillons uniformément 

marqués de 15N-Ub et 15N-UIM-SH3 seul ou en complexe avec respectivement 14N-UIM-SH3 

et 14N-Ub. Des expériences ont aussi été réalisées sur le complexe 15N-UIM-SH3 / peptide / 
14N-Ub ([Ub] / [UIM-SH3] = 2.65 et [peptide] / [Ub] = 1). Les différents temps de mélange 

utilisés sont présentés dans le Tableau suivant. 

 

 Temps de mélange R1 

(en ms) 

Temps de mélange R2 

(en ms) 

[15N]-Ub 10, 40, 80 (x2), 200, 480, 800, 

1200, 1400 

10, 30, 50, 90, 130, 170, 250, 310 

[15N]-Ub /[14N]-UIM-SH3 10, 40, 120, 200, 400, 600, 1000, 

1400 

10, 30, 50, 70, 90, 110, 130, 150 

[15N]-UIM-SH3 0, 100, 200, 400, 600 (x 2), 800, 

1100, 1500, 1900 

10, 30, 50, 70 (x2), 90, 130, 170, 210, 

250 

[15N]-UIM-SH3/[14N]-Ub 0, 100, 200, 400, 600 (x 2), 800, 

1100, 1500, 1900 

10, 30, 50, 70 (x2), 90, 130, 170, 210, 

250 

[15N]-UIM-SH3 / peptide / 

[14N]-Ub 

10, 100, 300, 700, 1000 10, 30, 70, 110, 150 

Tableau 7 : Paramètres d’acquisition des expériences de relaxation pour les différentes 

protéines seules ou complexées.. 

 

Pour les expériences R1 et R2, le temps de recyclage est de 4 s. Les nOes 

hétéronucléaires 1H-15N sont enregistrés en présence ou en absence de saturation en 1H, pour 

les quatre échantillons. Le temps de recyclage est de 6 s.  

 

II.2.3.3. Détermination de distance : expérience de perturbation de 
relaxation par paramagnétique et marquage Ub (K48C) par MTSL. 

 
Les expériences de relaxation paramagnétique (PRE) permettent d'obtenir des 

informations de distance entre deux protéines. Ces expériences sont basées sur l’atténuation 

des résonances des noyaux de la protéine proches dans l’espace d'une sonde paramagnétique. 

En effet, l’électron non apparié de la sonde induit une augmentation de la vitesse de 
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relaxation, R2para, et entraîne un élargissement des résonances. Cet effet est dépendant de la 

distance, ainsi l'atténuation du signal observé peut être utilisé comme une information 

structurale qui sera utilisée pour modéliser une structure. R2para peut être déterminée pour 

chaque groupement amide, grâce aux rapports d’intensité des résonances des spectres 1H-15N 

HSQC enregistrés avec la sonde paramagnétique dans les états oxydé et réduit selon (99) : 
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où t est le temps total d'expérimentation lorsque l'aimantation du proton amide est dans le plan 

transversal. D’après l’équation (1), il existe une relation entre R2para et la distance r entre les 

noyaux de la protéine et la sonde paramagnétique (100): 
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où le c temps de corrélation rotationnel de la molécule, et sont respectivement la 

constante gyromagnétique et la fréquence de résonance du 1H, ge représente le facteur g 

électronique et e le rayon de Bohr. Le marquage d’une protéine par une sonde 

paramagnétique permet d’obtenir des informations de distances jusqu'à environ 25 Å, alors 

que les expériences nOe permettent de mesurer des informations de distances jusqu'à environ 

5 Å seulement. 

 
Pour notre étude nous utilisons comme espèce paramagnétique MTSL (1-oxyl-

2,2,5,5,-tétra-méthyl-3-pyrroline-3-méthyl)méthanesulfonate) (Figure 27). Il est hautement 

spécifique pour les groupements thiols (101). MTSL est lié de manière covalente à un résidu 

cystéine de l'ubiquitine-K48C et de l'ubiquitine-T12C. MTSL (dissous dans l’acétonitrile) est 

ajouté à l’échantillon protéique (concentration supérieur à 0,5 mM) avec un ratio molaire de 

3 : 1 MTSL/protéine. Le mélange est incubé à température ambiante pendant une nuit sous 

atmosphère dépourvue d’oxygène (Argon). L’excès de MTSL est éliminé par trois étapes 

d’échange de tampon 20 mM phosphate pH = 6,8 (à l’aide de membrane à centrifugée de 

marque  AMICON, cutt off 3 kDa, Millipore).  
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Figure 27 : Structure chimique de la sonde paramagnétique utilisé dans notre étude : MTSL. 

 

L’atténuation du signal causé par MTSL est quantifiée à l’aide de deux expériences 
1H-15N HSQC effectuées sur la protéine marquée par l’agent paramagnétique l’une en 

présence de MTSL dans un état oxydé (effet paramagnétique) et l’autre lorsque MTSL est 

réduit par l’ajout d’une solution d’acide ascorbique trois fois plus concentrée que la 

concentration en MTSL. 
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III. Résultats et discussion 

 

III.1. Attribution de la protéine UIM-SH3 

  
 Dans la protéine STAM2, le domaine UIM et le domaine SH3 sont séparés par un linker 

de 17 résidus. Le construit UIM-SH3 est composé de 109 acides aminés. L’attribution de la 

chaîne principale du domaine SH3 de la protéine STAM2 (Lys213 à Glu272) a été effectuée à 

l’Institut RIKEN, Yokohama (Japon), qui nous l’a communiqué. A l’aide d’une combinaison 

d’expériences RMN 3D (HN(CO)CA, HNCA, HNCO et NOESY-HSQC), nous avons ré-

attribué le domaine SH3 et attribué le domaine UIM ainsi que la chaîne peptidique liant les 

domaines UIM et SH3 (Met166 à Arg271). L’attribution des résidus du construit UIM-SH3 

est annoté sur le spectre 1H-15N HSQC suivant (Figure 28). Sur ce spectre, 86 résonances 1H-
15N et 18 résonances superposées ont été attribuées sans ambiguïté. Seuls les résidus Gly163, 

Ala164 et His256 n’ont pas été attribués car leur HN possèdent une vitesse d’échange rapide. 

 

 
 
Figure 28 : Spectre 2D 1H-15N HSQC du construit UIM-SH3. Chaque résonance est attribuée 
avec le code à une lettre des acides aminés et avec le numéro de résidus. Re et We 
représentent les chaînes latérales des Arg215, Arg253, Trp246 et Trp247. 
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La structure du construit UIM-SH3 n’a jamais été résolue. Cependant, des structures 

de protéines homologues ont été résolues. Dix modèles structuraux de la protéine UIM-SH3 

ont été construits par homologie avec le logiciel MODELLER (http://salilab.org/modeller/). 

Ce logiciel permet la modélisation comparative d’une structure 3D d’une protéine à partir 

d’un alignement de séquence et d’une structure connue des domaines connexes (102, 103), 

tout en respectant les contraintes spatiales (104, 105). La structure du domaine SH3 de 

STAM2 sans partenaire est disponible (code PDB : 1X2Q). Le domaine UIM de STAM2 n’a 

jamais été résolu. Pour créer ce modèle on utilise le domaine UIM-1 de Vps27 qui présente 

55% d’identité et 35% de similarité pour le domaine UIM de STAM2. L’alignement de 

séquence utilisé par le logiciel MODELLER pour construire le modèle UIM-SH3 est présenté 

par la Figure 29A et nous avons représenté un des dix modèles sur la Figure 29B. 

 

 

Figure 29 : A) Alignement multiple de séquence UIM-SH3 de STAM2, UIM de Vps27 et du 
domaine SH3 de STAM2. B) Un modèle structural parmi les dix construits de la protéine 
UIM-SH3 obtenu par le logiciel MODELLER. 
 

Les expériences 3D nous ont aussi permis d’attribuer 108 13C  (dont 11 sont superposés) 

et 88 13CO (dont 4 superposés) du construit UIM-SH3. Nous avons utilisé le programme CSI 

afin de prédire la structure secondaire à partir des déplacements chimiques 1H , 13C  et 13CO 

(106). Les résultats sont représentés en Annexe A-2 page 193 et confirment la présence d’une 

hélice  entre les résidus E173 et K189 du domaine UIM. Par ailleurs, les éléments de 
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structure secondaire rencontrés dans le domaine SH3 sont tout à fait corrélés avec la structure 

publiée (code PDB 1X2Q). Les déplacements chimiques 1H, 15N et 13C sont répertoriés dans 

un Tableau en Annexe A-1 pages 191-193. 

 

III.2. Le complexe UIM-SH3/ ubiquitine 

 
La protéine STAM2 est une protéine endocytique modulaire constituée de deux 

domaines d’interaction à l’ubiquitine (domaines VHS et UIM) (95, 107) et d’un domaine 

d’interaction protéine-protéine (domaine SH3). Un domaine SH3 est capable de reconnaître 

via son motif WW une séquence riche en proline (PRS) ou un motif proline atypique (cf 

section I.2.2.1 page 120). Stamenova et al. ont mis en évidence que certains domaines SH3 

tels que CIN85, Sla1 et Amphiphisine1 sont également capables d’interagir avec une région 

comprenant les résidus Leu8, Ile44, et Val70 et constituant le patch hydrophobe. L’interaction 

entre le domaine SH3 de STAM2 et l’ubiquitine n’a jusqu’à présent jamais était publiée. Dans 

la littérature, ce domaine est connu pour interagir avec une protéine Rin1 (93) et deux 

déubiquitinases: UBPY et AMSH (43, 52). 

 

Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire sur ce complexe ont été présentés au 

cours de la thèse d’Anja Lange (soutenue le 15 décembre 2010). A partir d’une attribution 

incomplète et d’expériences de titration (15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine et 15N-ubiquitine / 
14N-UIM-SH3), une interaction entre le domaine UIM et l’ubiquitine ainsi qu’une interaction 

entre le domaine SH3 et l’ubiquitine avaient été montrées. Des constantes de dissociation à 

partir de la perturbation de déplacement chimique de résidus facilement identifiables avec les 

données de l’Institut RIKEN avaient été calculées. Un Kd de 260 ± 50 μM pour le domaine 

UIM, et un Kd de 630 ± 100 μM pour le domaine SH3 ont été déduits. De même, un Kd de 

600 ± 85 μM du côté de l’ubiquitine a été mesuré.  

 

L’objectif de notre étude était de poursuivre ses travaux et de caractériser le complexe 

UIM-SH3 / ubiquitine par RMN à l’aide d’une attribution complète du construit UIM-SH3. 

Nous avons identifié les surfaces d’interaction de l’ubiquitine sur les domaines UIM et SH3 à 

l’aide de l’expérience de titration sur le complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine. La surface 

d’interaction sur l’ubiquitine a été identifiée à partir des expériences de titration sur le 

complexe 15N-ubiquitine / 14N-UIM-SH3. Les constantes de dissociation des UBDs pour 

l’ubiquitine et inversement ont été déterminées à partir des perturbations de déplacement 
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chimique en présence et en absence de NaCl. Puis à l’aide d’expériences de relaxation R1 et 

R2, nous avons déterminé la stoechiométrie du complexe. Enfin, afin d’améliorer notre 

compréhension de la fonction du domaine SH3 de STAM2, nous avons réalisé des 

expériences de compétition sur 15N-UIM-SH3 entre l’ubiquitine et un peptide dérivé d’UBPY. 

III.2.1. Caractérisation du complexe UIM-SH3/ ubiquitine. 

 

III.2.1.1. Surface d’interaction sur la protéine UIM-SH3. 

 

Afin de compléter les informations sur la surface d’interaction d’UIM-SH3 

déterminées au cours de la thèse d’Anja Lange, nous avons analysé des expériences de 

titration sur 15N-UIM-SH3 en présence de 100 mM de NaCl. La Figure 30 représente une 

superposition de spectres 1H-15N HSQC du construit 15N-UIM-SH3 en présence de 

concentration croissante en 14N-ubiquitine.  

 

 
 

Figure 30 : Superposition de spectres 1H-15N HSQC de 15N-UIM-SH3 titrée avec des 
concentrations croissantes en ubiquitine, en présence de 100 mM de NaCl. Les rapports de 
concentration [ubiquitine] / [UIM-SH3] sont les suivantes : 0 (noir) ; 0,4 (orange) ; 0,7 
(magenta) ; 1,1 (marron) ; 1,5 (turquoise) ; 3,7 (vert pale). Les résidus qui représentent les 
perturbations de déplacement chimique les plus importantes sont identifiés sur le spectre par 
des flèches.  
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A partir de ces expériences de titration, nous avons calculé les variations de 

déplacement chimique ( ) de chaque résidu du construit UIM-SH3 (équation 1 – section 

II.2.3.1. page 135) (Figures 31A-B). Les résidus possédant une valeur de supérieure à la 

moyenne de l’ensemble des déplacement chimique d’UIM-SH3 c'est-à-dire 0,1 ppm sont 

colorés sur la structure de chaque domaine UIM et SH3 afin de visualiser la surface 

d’interaction avec l’ubiquitine (Figures 31D-E). Enfin, l’affinité de chaque UBD pour 

l’ubiquitine est calculée à partir des variations en fonction du rapport de concentration 

entre l’ubiquitine et UIM-SH3 (Figures 31B -C).  
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Figure 31 : A) Analyse des perturbations de déplacement chimique pour le complexe 15N-
UIM-SH3 / 14N-Ubiquitine en présence de 100 mM NaCl. Les barres grises correspondent 
aux résidus qui disparaissent au premier point de la titration. B) Présentation des courbes de 
titration de certains résidus impliqués dans l’interaction du complexe 

15N-UIM-SH3 / 14N-
ubiquitine du coté UIM. C) Présentation des courbes de titration de certains résidus 
impliqués dans l’interaction du complexe 

15N-UIM-SH3 /14N-ubiquitine du coté SH3. D) 

Représentation de la surface d’interaction de l’ubiquitine sur le domaine UIM. Les résidus 
qui disparaissent au premier point de la titration sont représentés en rouge (= forte 
interaction avec Ub). Les résidus représentés en jaune sont significativement perturbés par la 
présence de l’ubiquitine ((  > 0,1 ppm). E) Représentation de la surface d’interaction de 

l’ubiquitine sur le domaine SH3. Les résidus représentés en jaune possèdent un  > 0,1 
ppm. 
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On observe sur le domaine UIM, une forte perturbation aux extrémités N- et C-

terminales, suggérant que les résidus Asp174, Glu175, Leu183, Ser184, Glu187, Lys189, et 

Gln190 sont impliqués dans l’interaction. Les résonances 1H-15N des résidus Asp176, Ile177, 

Ala178, Ala180, Gln182, Leu185 et Glu186 s’élargissent et disparaissent dans le bruit dès le 

premier point de titration (rapport [Ub] / [UIM-SH3] = 0,4) (Figure 31A). Ceux-ci sont 

localisés sur la surface hydrophobe de l’hélice  du domaine UIM (Figure 31D). En général, 

la disparition de résonances HN sur un spectre 1H-15N HSQC peut avoir 2 origines : 

- Soit les HN passent en échange rapide avec l’eau, catalysé par des groupements acido –

basiques à l’interface d’interaction.

- Soit ces résidus passent en échange intermédiaire. Dans ce cas la disparition serait dûe à 

un élargissement très important des résonances HN car le kex (constante d’échange) est 

proche de  ( différence de fréquence en Hz) (108).  

Dans notre cas la disparition a lieu dès le premier point de titration. Dans ces conditions de 

concentration, la protéine UIM-SH3 n’est pas saturée en ubiquitine. Comme nous le verrons 

plus loin l’interaction entre UIM et l’Ub est de nature plutôt hydrophobe. Ainsi la disparition 

des résonances est probablement due à un phénomène d’échange intermédiaire. 

  

Du coté du domaine SH3, les résidus impliqués dans l’interaction sont localisés sur les 

boucles RT (Asp219, Glu221, Ala222, Val223, Phe230, Lys231), n-Src (Trp247), sur l’hélice 

310 (Leu257, Ser260) et les résidus Asn266, Leu267, Ile269 (Figure 31E).  

 

Les courbes de titration obtenues pour UIM-SH3 (Figure 31 B-C) indiquent que 

l’interaction avec l’ubiquitine se fait de manière indépendante pour les domaines UIM et SH3. 

Par conséquent, il est possible de traiter ces données séparément pour les domaines UIM et 

SH3. Ainsi la constante de dissociation du complexe UIM-SH3 / ubiquitine est calculée 

séparément pour chacun des domaines à partir des courbes de titration (Figure 31B et C) dans 

le cas d’un modèle de stœchiométrie 1 :1. En considérant les résidus du domaine SH3 

(Lys209 à Glu273), on obtient un Kd = 706 ± 47 μM. Pour le domaine UIM, on obtient un Kd 

= 243 ± 15 μM.  

 

Des expériences supplémentaires de titration sur le complexe 15N- UIM-SH3/ 14N-

ubiquitine en absence de sel ont été enregistrées afin de déterminer s’il existe des 

contributions électrostatiques impliquées dans le complexe UIM-SH3 / ubiquitine en plus des 

interactions hydrophobes. Les résultats sont représentés sur la Figure 32. 
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Figure 32 : A) Analyse des perturbations de déplacement chimique pour le complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine en absence de NaCl. Les 
barres grises correspondent aux résidus qui disparaissent au premier point de la titration. B) Courbes de titration de certains résidus impliqués 
dans l’interaction du complexe 

15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine pour chaque domaine (UIM : E175, L183 et E187; SH3 : D219, F220 et L267). C) 
Représentation de la surface d'interaction pour chaque domaine (jaune = résidus ayant  > 0,1 ppm; rouge = résidus qui disparaissent au 1er 
point de la titration). 
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A partir de ces expériences de perturbation de déplacement chimique sur 15N-UIM-SH3, on 

obtient un Kd de 75 ± 10 μM pour le domaine UIM et un Kd de 251 ± 25 μM pour le domaine 

SH3. En absence de sel (Figure 32A), on peut noter que la surface d’interaction sur le 

domaine UIM ne change pas. En effet, on observe toujours une perturbation importante des 

résidus Asp174, Glu175, Asp176, Leu183, Ser184, Glu187, Lys189, Gln190 localisés aux 

extrémités N- et C-terminales. On observe de même la disparition des résidus Asp176, Ile177, 

Ala178, Ala180, Gln182, Leu185 et Glu186. En ce qui concerne le domaine SH3, on observe 

une forte perturbation des résidus des boucles RT (Asp219, Phe220, Glu221, Ala222, Val223, 

Glu227, Phe230, Glu234), n-Src (Trp247), de l’hélice 310 (Gly254, Ser260) et enfin des 

résidus Leu267, et Ile269. Ces derniers sont localisés à l’extrémité C- terminale d’UIM-SH3 à 

l’opposé de la surface d’interaction sur le domaine SH3 : c'est-à-dire l’hélice 310, les boucles 

n-Src et RT. Les expériences de titration sur le complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-Ub sans sel 

indiquent également que trois résidus de l’extrémité C-terminale d’UIM-SH3 sont perturbés 

par l’ajout d’ubiquitine, il s’agit des résidus : Asn266, Leu267, et Ile269. Il existe plusieurs 

explications possibles :  

- Soit ces résidus sont perturbés par une seconde ubiquitine. Cette hypothèse repose sur les 

variations de déplacements chimiques de ces résidus observés (expérience CSP) après chaque 

ajout d’ubiquitine. 

- Soit les résidus du domaine SH3bsont perturbés par l’hélice du domaine UIM. Cette 

hypothèse repose sur le fait qu’il existe plusieurs conformations des domaines UIM et SH3 du 

fait de la flexibilité du linker (cf les expériences nOe dont les résultats sont présentés plus loin 

en section III.2.2 page 157).

 

Les expériences de titration sur le complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-Ub en absence et en 

présence de sel, suggèrent que l’interaction entre UIM-SH3 et l’ubiquitine fait intervenir des 

liaisons électrostatiques et hydrophobes. Ces contributions électrostatiques sont probablement 

impliquées dans le positionnement de l’ubiquitine sur les UBDs. Des expériences de 

perturbation de déplacement chimique sur un mutant du domaine UIM de Hrs indiquent que 

les résidus chargés localisés à l’extrémité C-terminale de l’hélice sont impliqués dans 

l’interaction, et plus précisément dans le positionnement correct de l’ubiquitine sur UIM (76). 

La structure SH3-3 de Sla1 et SH3-C de CIN85 en interaction avec l’ubiquitine a été résolue 

par cristallographie (respectivement code PDB : 2JT4 et 2K6D). L’analyse de ces structures 

par le logiciel PDBsum suggère que ces complexes sont stabilisés par des liaisons hydrogènes 
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inter-moléculaires et des contacts hydrophobes. Un récapitulatif des interactions est présenté 

dans le Tableau 9.  

 2JT4 2K6D 

 SH3-3 (Sla1) Ubiquitine SH3-C (CIN85) Ubiquitine 

Résidus impliqués 13 10 15 16 

Interaction hydrophobe 53 107 

Liaison hydrogène 4 2 

Surface d’interaction (Å2) 595 594 788 842 

Tableau 9 : Tableau récapitulatif des interactions hydrophobes et des liaisons hydrogènes 
stabilisant le complexe SH3 / ubiquitine pour Sla1 et CIN85. 
 

Les protéines CIN85 et Sla1 sont impliquées dans la voie de dégradation lysosomale des 

récepteurs membranaires ubiquitinés et possèdent un ou plusieurs domaines SH3 capables 

d’interagir avec l’ubiquitine (79, 90, 91). Les valeurs de constante de dissociation trouvées 

dans la littérature pour les domaines SH3 de CIN85, Sla1sont comparées à nos résultats dans 

le tableau 8. On remarque que, comme les autres UBDs, les affinités de ces domaines SH3 

sont de l’ordre de la centaine de μM (14). 

  

 SH3-3 de Sla1 SH3 de CIN85 SH3 de STAM2 

Kd (en μM) 

complexe 

SH3/ubiquitine 

39 ± 9 (du coté de 

l’ubiquitine) 

500 ± 18 (SH3-A) 

1150 ± 120 (SH3-B) 

171 ± 7 (SH3-C) 

250 ± 25 (0 mM NaCl) 

706 ± 47 (100 mM 

NaCl) 

Méthodes RMN- 

expérience CSP 

RMN- 

expérience CSP 

RMN- 

expérience CSP 

Conditions de mesure 

Tampon 

pH 

[NaCl] en mM 

20 mM phosphate  

pH = 6 

0 

50mM phosphate 

pH = 6,4 

150 

20mM phosphate 

pH = 6,8 

0 et 100 

Références (79) (91) Notre étude 

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des constantes de dissociation du complexe SH3/ubiquitine 
pour différents domaines. La méthode utilisée pour mesurer le Kd apparent de chaque 
complexe SH3 / Ub est l’expérience de perturbation de déplacement chimique (CSP : 
Chemical Shift Perturbation) 

 

Les résidus des domaines SH3 de Sla1, CIN85 et STAM2 impliqués dans l’interaction 

avec l’ubiquitine sont localisés principalement sur l’hélice 310, et les boucles RT et n-Src 

(Figure 33B). L’alignement multiple de séquences, présenté en Figure 33A, indique que les 
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domaines SH3-C de CIN85, SH3-3 de Sla1 et SH3 de STAM2 présentent 50% d’identité. On 

note également que les résidus impliqués dans cette interaction sont relativement bien 

conservés (Figure 33A). La Phe262 de la protéine STAM2 (= Phe76 - voir page 125) est 

conservée dans la structure primaire des protéines Sla1 et CIN85 (Figure 33A). Les 

expériences de titration sur le construit UIM-SH3 en présence d’ubiquitine (voir page 147-

149 en présence et en absence de sel), mettent en évidence que ce résidu n’est pas directement 

impliqué dans l’interaction avec l’ubiquitine ( < 0,1 ppm). En effet, seul le résidu Ser260 

de l’hélice 310 présente un > 0,1 ppm. Toutefois la mutation de la F409Y sur le domaine 

SH3 de Sla1 et CIN85 abolit l’interaction SH3/Ub (90, 91) en induisant un clash stérique. 

Afin de comprendre le rôle de la Phe262 de STAM2 il serait interéssant de réaliser un mutant 

de STAM2 sur ce résidu.     

A. 

 

B. 

 
 
Figure 33 : La surface d’interaction sur le domaine SH3 implique des résidus hydrophobes 
des boucles RT, n-Src et de l’hélice 310. A) Alignement multiple de séquences des domaines 
SH3 des protéines STAM2 (humain), CIN85 (souris) et Sla1 (levure). Les cercles bleus, les 
triangles rouges, et les losanges noirs représentent les résidus du domaine SH3-C de CIN85, 
SH3-3 de Sla1 et SH3 de STAM2 respectivement impliqués dans l’interaction avec 

l’ubiquitine (données cristallographiques 2K6D pour CIN85 et 2JT4 pour Sla1, et données 

CSP pour STAM2). B) Représentation des résidus des domaines SH3, de Sla1 (indiqués en 
rouge)- CIN85 (indiqués en bleu) et STAM2 (colorés en jaune), impliqués dans l’interaction 

avec l’ubiquitine. 
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III.2.1.2. Surface d’interaction sur l’ubiquitine.

 

L’ubiquitine ne possède ni motif riche en proline (P-X-X-P) ni motif atypique tel que 

R-X-X-K répertorié comme étant des régions d’interaction avec le domaine SH3. Stamenova 

et al. ont identifié le patch hydrophobe (Leu 8, Ile44, Val 70) comme constituant de la surface 

d’interaction de l’ubiquitine sur le domaine SH3 (Sla1 et CIN85) (79).  

La surface d’interaction sur l’ubiquitine est-elle identique ou différente pour les deux 

UBDs UIM et SH3 ?  

La surface d’interaction sur l’ubiquitine est déterminée à partir des expériences de 

titration sur le complexe 15N-Ub / 14N-UIM-SH3 en présence de 100 mM NaCl. La figure 

34A indique la présence d’une seule surface d’interaction composée de 14 résidus : Thr7, 

Leu8, Gln41, Arg42, Ile44, Phe45, Gly47, Lys48, Gln49, Leu50, leu69, Val70, Leu71, Arg72 

(ayant des valeurs de  > 0,1 ppm). Ces résidus forment un patch hydrophobe autour des 

résidus Leu8, Ile44 et Val70 (Figure 34C). Dans la littérature, il a été démontré que de 

nombreux UBDs tels que VHS, DUIM, et les domaines SH3-C (CIN85) et SH3-3 (Sla1) 

étaient capables d’interagir avec l’ubiquitine sur cette même surface hydrophobe (76, 82, 91). 

Nos résultats nous permettent de conclure que l'ubiquitine interagit avec la même surface 

hydrophobe pour chaque domaine UIM et SH3. Nous pouvons alors émettre l’hypothèse que 

nous avons un complexe UIM-SH3 / ubiquitine de stoechiométrie 1 : 2. Cette hypothèse sera 

effectivement vérifiée par des expériences de relaxation exposées dans la suite de ce chapitre. 

 

A partir de cette expérience de titration sur le complexe 15N-ubiquitine / 14N-UIM-

SH3, il est impossible de déterminer la constante de dissociation de chaque ubiquitine sur 

chacun des domaines UIM et SH3. En effet, une seule surface pour deux sites d’interaction 

est observée. Ainsi nous avons calculé un Kd macroscopique de 335 ± 30 μM, en présence de 

100 mM de NaCl, à partir des courbes de titration (Figure 34B).  
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Figure 34: A) Analyse des perturbations de déplacement chimique pour le complexe 15N-
ubiquitine / 14N-UIM-SH3 en présence de 100 mM de NaCl. B) Courbes de titration de 
certains résidus impliqués dans l’interaction du complexe 15N-ubiquitine / 14N-UIM-SH3. C) 
Représentation de la surface d’interaction de l’ubiquitine : les résidus impliqués dans 
l’interaction sont représentés en jaune. Les trois résidus hydrophobes formant le patch 

hydrophobe de l’ubiquitine sont représentés en bleu.  
 

De manière à confirmer l’implication des résidus Leu8, et Ile44 dans l’interaction, 

nous avons enregistré une expérience de perturbation de déplacement chimique sur le 

complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-Ub mutée ([L8A-I44A]-Ub) en présence de 100mM de NaCl. 

La figure 35 représente les perturbations de déplacement chimique sur UIM-SH3 en présence 

de l’ubiquitine mutée. Nous n’observons plus de "disparition" de résidus du domaine UIM qui 

étaient en échange intermédiaire, ce résultat est une premiére indication sur l’interaction 

moins forte de ce mutant d’ ubiquitine avec UIM-SH3. De plus nous n'observons aucun  

significatif sur le motif UIM ou sur le domaine SH3 (Figure 35). Ce résultat confirme que le 

patch hydrophobe de l’ubiquitine est essentiel pour l’interaction avec les UBDs, UIM et SH3.  
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Figure 35 : Analyse des perturbations de déplacement chimique pour le complexe [15N]-UIM-
SH3 / [14N]- [L8A-I44A]-Ub en présence de 100 mM de NaCl. 
 

 Nous avons calculé, à l’aide du logiciel Pymol, les potentiels électrostatiques 

représentés sous forme de surface pour l’ubiquitine et les domaines UIM et SH3. La structure 

de UIM utilisée ici est celle que nous avons modélisée par MODELLER (cf section III.1 

pages 142). Sur le domaine UIM les résidus hydrophobes (I177, A178, A180, L183, S184, 

L185, Q186, Q188, Q190) interagissent avec le patch hydrophobe de l’ubiquitine (L8, I44, 

V70) (Figure 36A-C). Les résidus chargés négativement (E173, D174, D176, E182, E187) 

peuvent stabiliser le complexe en se plaçant en face de résidus chargés positivement de 

l’ubiquitine (R42, K48, R72). La surface électrostatique et les données de titration indiquent 

que le modèle du complexe UIM / Ub pourrait adopter la même conformation que le 

complexe publié UIM-Vps27 / Ub (code PDB : 1Q0V) (109).  

Pour le domaine SH3, les résidus qui interagissent avec l’ubiquitine sont 

majoritairement hydrophobes sauf le résidu D219 chargé négativement. Ce dernier peut 

interagir avec des résidus chargés positivement sur l’ubiquitine (Figure 36 B-C).  
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Figure 36 : Représentation de la surface électrostatique des domaines UIM (A) et SH3 (B) de 
STAM2, à partir du modèle construit par MODELLER. C) Représentation de la surface 
électrostatique de l’ubiquitine (Code PDB : 1UBQ). Les résidus hydrophobes sont 
représentés par des sphères blanches, et les résidus chargés en rouge. Les résidus du patch 
hydrophobe de l’ubiquitine (Leu8, Ile44, Val70) sont représentés par des sphères orange. 
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III.2.2. Détermination de la stœchiométrie du complexe UIM-SH3/ 
ubiquitine. 

 

Afin de déterminer la stœchiométrie du complexe, nous avons enregistré des 

expériences de relaxation sur les complexes 15N-UIM-SH3 / 14N-Ub et 15N-Ub / 14N-UIM-

SH3 à des concentrations saturantes pour le second partenaire. Dans la figure 37 sont 

représentées les vitesses de relaxation longitudinale et transversale (respectivement R1 et R2), 

ainsi que les nOes hétéronucléaires 1H-15N de chaque résidu de l’ubiquitine et d’UIM-SH3, 

sous leur forme libre et complexée. Le Tableau 9 résume les valeurs moyennes des vitesses de 

relaxation et des nOes pour la structure secondaire de l’ubiquitine et des domaines UIM et 

SH3 sous forme libre et complexée. 

 

 
R1 (s

-1) R2 (s
-1) nOe 

15
N Ub 2,05 ± 0,01 7,73 ± 0,02 0,77 ± 0,11 

15
N UIM-SH3

 

UIM  
(166-185) 

1,65 ± 0,01 6,57 ± 0,03 0,31 ± 0,01 

Linker 
(186-211) 

1,57 ± 0,004 5,39 ± 0,03 0,13 ± 0,01 

SH3 
(212-288) 

1,45 ± 0,01 10,9 ± 0,1 0,75 ± 0,02 

15
N Ub + UIM-SH3 0,95 ± 0,04 22,7 ± 1,4 0,79 ± 0,08 

15
N UIM-SH3 + 

Ub
 

UIM 1,06 ± 0,05 13,9 ± 1,1 0,56 ± 0,03 

SH3 0,8 ± 0,1 15,1 ± 2,6 0,50 ± 0,04 

Tableau 9 : Les vitesses de relaxation R1 et R2 ainsi que les valeurs de nOe sont présentées 
pour la forme libre et complexée de chaque protéine. 
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Figure 37 : Données de relaxation R1, R2 et nOes pour A) 15N-ubiquitine (en noir), 15N-ubiquitine / 14N-UIM-SH3 (en bleu){rapport de 
concentration [UIM-SH3]/[Ub]= 9,27} et pour B) 15N-UIM-SH3 (en noir), 15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine (en rouge) {rapport de concentration 

[Ub]/[UIM-SH3]= 12,5}. Les données de relaxation sont enregistrées pour les complexes à des concentrations saturantes. 
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Les données de relaxation sur 15N-UIM-SH3 seule mettent en évidence que le 

construit est composé de trois régions présentant des dynamiques différentes (Figure 37B). 

On note que les valeurs de R1 et R2 sont distinctes pour les domaines UIM et SH3 (Tableau 9), 

ce résultat suggère que les domaines UIM et SH3 se réorientent de manière indépendante. Les 

vitesses de relaxation R1 et R2 varient selon la masse moléculaire du complexe protéique 

étudié. En effet, pour 15N-Ub, la moyenne des valeurs de R1 dans la structure secondaire est 

de 2,05  0,01 s-1 alors que cette valeur diminue à 0,95  0,04 s-1 en complexe avec UIM-

SH3. La moyenne des valeurs des R2 dans la structure secondaire est de 7,73  0,02 s-1 alors 

que cette valeur augmente à 22,7  1,4 s-1 en complexe. La moyenne des valeurs de R1 dans la 

structure secondaire pour UIM et SH3 sont respectivement de 1,65  0,01 s-1 et de 1,45  0,01 

s-1 alors que pour le complexe ces valeurs diminuent à 1,06  0,05 s-1 et 0,80  0,10 s-1. Les 

valeurs de R2 moyennées de la structure secondaire pour UIM et SH3 sont 6,57  0,03 s-1 et 

10,9  0,1 s-1 respectivement alors que pour le complexe ces valeurs augmentent pour 

atteindre 13,9  1,1 s-1 et 15,1  2,6 s-1. Nous pouvons noter que le linker n’est pas perturbé 

par la complexation et présente toujours des valeurs moyennes identiques.  

 
Pour le domaine UIM, nous avons mesuré un nOe moyen de 0,31  0,01 et pour le 

domaine SH3 de 0,74  0,02. La valeur particulièrement faible pour UIM suggère que l’hélice 

est très dynamique. En complexe, cette valeur augmente à 0,56 0,03 indiquant une 

stabilisation de l’hélice en présence de l’ubiquitine. Dans le cas du domaine SH3 seul, sa 

valeur moyenne suggère que ce domaine est structurellement rigide. En complexe, l’analyse 

des nOes n’a pas été concluante pour 2 raisons : 

- De nombreux résidus ne sont plus observables en fin de titration. 

- De nombreux résidus présentaient des valeurs et des erreurs nOes aberrantes.  

Nous pouvons donc simplement émettre l’hypothèse que la complexation ne modifie pas 

significativement la rigidité du domaine. En ce qui concerne le linker (constitué des résidus 

194 à 211), les valeurs moyennes de R1, R2 et nOe ne varient pas avec la complexation et sont 

caractéristiques d’une région très flexible et non structurée qui n’est pas affectée par 

l’interaction avec l’ubiquitine.  

 
Le temps de corrélation ( c) est calculé par le programme ROTDIF à partir des valeurs 

R1, R2 et nOes. Ce paramètre est indirectement lié à la masse moléculaire du système 

protéique étudiée. Pour 15N-Ub, le temps de corrélation est de 5,25 ± 0,06 ns. Cette valeur 

augmente à 15,7 ± 0,2 ns dans le cas où l’ubiquitine interagit avec UIM-SH3. Comme décrit 



 - 159 - 

dans le paragraphe section II.2.3.2 pages  135-138, la vitesse de relaxation R2 est 

proportionnelle au temps de corrélation ( c) (Figure 26, page 137). Le temps de corrélation est 

lui-même dépendant du rayon hydrodynamique et donc dépendant du poids moléculaire (98). 

On peux donc réaliser une courbe d’étalonnage représentant la fonction R2 = f (Mw) en 

utilisant les données déterminées expérimentalement pour l’ubiquitine, diubiquitine, UIM, 

ainsi que le complexe UIM /Ub (110). Dans notre étude, nous avons obtenu l’équation de 

droite suivante R2 = 0,79 x Mw (Figure 38) 

 

 

Figure 38 : Représentation linéaire de la vitesse de relaxation transversale R2 en fonction du 
poids moléculaire des systèmes protéiques étudiés. 
 

Pour le complexe Ub / UIM-SH3, cette fonction linéaire conduit pour une valeur de R2 

de 22,7  1,4 s-1 à une masse moléculaire comprise entre 26,9 et 30,5 kDa. Les masses 

théoriques pour une stœchiométrie 1:1 et 2 :1 (Ub : UIM-SH3) sont de 21,01 kDa et 29,57 

kDa. Ces résultats confirment donc une stœchiométrie 2 : 1. De la même manière, la valeur 

moyenne des R2 du domaine SH3 pour le complexe UIM-SH3 / Ub est de 15,1  2,6 s-1. Cette 

valeur correspond à une masse moléculaire comprise entre 15,8 et 22,4 kDa et donc à un 

modèle 1 :1 (Ub : SH3) (masse théorique = 17,5 kDa).  

 

Pour conclure, le construit UIM-SH3 possède deux sites d’interaction pour 

l’ubiquitine : un premier sur le motif UIM et le second sur le domaine SH3. Ces UBDs 

interagissent avec le patch hydrophobe de l’ubiquitine. Les constantes de dissociation des 

domaines SH3 et UIM pour l’ubiquitine sont calculées dans deux conditions, en absence et en 

présence de 100 mM de NaCl. Pour le domaine SH3, on obtient respectivement de 250 ± 25 

μM et 706 ± 47 μM et pour UIM nous avons 75 ± 10 μM et 243 ± 15 μM (section III.2.1 

Système 
protéique 

Masse 
moléculaire 

(kDa) 

R2 Err R2 

Ub 8,564 7,73 0,02 

Ub2 17,128 12,3 0,5

UIM 3,514 4,89 0,01 

Ub+UIM 12,078 11,9 0,9 

Ub+UIM-SH3 ? 22,7 1,4 

UIM-SH3 
(SH3) 

? 15,1 2,6 
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pages 147-149). Les affinités obtenues dans ces deux conditions sont du même ordre de 

grandeur que les UBDs décrits dans la littérature.  

 

III.3. Expériences de compétition entre le dérivé UBPY et l’ubiquitine sur 
UIM-SH3 

 

Kato et al. ont identifié deux dérivés peptidiques de 11 acides aminés (Figure 10 page 

112) de la déubiquitinase UBPY, capable d’interagir avec le domaine SH3 de STAM2 (61). 

Ils ont pu déterminer par fluorescence une constante de dissociation du complexe SH3 / 

peptide UBPY de 27 μM. De plus, la structure de ce complexe a été résolue par 

cristallographie à une résolution de 1,70 Å (PDB : 1UJ0) (43). 

 

La figure 39 présente les résidus engagés dans l’interaction du domaine SH3 de 

STAM2 avec l’ubiquitine et avec UBPY. Cette figure indique que les boucles RT, n-Src et 

l’hélice 310 du domaine SH3 sont principalement impliquées dans l’interaction avec 

l’ubiquitine ou le peptide UBPY.  

 

 
Figure 39 : Représentation des résidus impliqués dans l’interaction du domaine SH3 de 
STAM2 A) avec l’ubiquitine (expériences CSP ; en absence de sel) et B) avec le peptide 
d’UBPY (1UJ0) (43). Les résidus représentés en jaune ont un > 0,1 ppm. Les résidus en 
vert sont impliqués dans l’interaction selon la structure cristallographique 1UJ0.  
 
 

En effet, à partir de nos expériences de titration sur 15N-UIM-SH3 en présence 

d’ubiquitine, nous observons que la surface d’interaction sur le domaine SH3 fait intervenir 

des résidus des boucles RT, n-Src et de l’hélice 310. A partir de la figure 40, qui illustre les 
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liaisons hydrogènes et hydrophobes dans l’interface SH3 de STAM2 / UBPY, nous pouvons 

noter que l’interface sur le domaine SH3 est constituée des résidus de la boucle RT (Tyr218, 

Phe220, Val223, Glu224, Asn226 et Glu227), de l’hélice 310 (Asn261, Phe262), et de la 

boucle n-Src (Trp246 et Asn245). Ces résultats suggèrent que l’ubiquitine et le peptide UBPY 

interagissent sur la même surface d'interaction. Nous pouvons donc envisager une compétition 

entre ces deux partenaires sur le domaine SH3. La compétition entre un peptide possédant un 

motif riche en proline (PRS) et l’ubiquitine a déjà été décrit dans la littérature par Stamenova 

et al. pour les domaines SH3 de CIN85 et Sla1 (79). 

 

 

 

Figure 40 : Représentation schématique des interactions hydrophobes et des liaisons 
hydrogènes impliquées dans la surface d’interaction du domaine SH3-STAM2 / peptide UBPY 
réalisé avec le logiciel ligplot sur la structure cristallographique 1UJ0. En bâtons violets sont 
représentés les 11 résidus du peptide UBPY (Thr699- Lys707), et en bâtons orange les 
résidus du domaine SH3. La numérotation du fichier 1UJ0 a été modifiée pour correspondre 
à notre numérotation (pour information Glu227 = Glu220 sur 1UJ0). Les liaisons hydrogènes 
sont en vert et les distances sont en angströms (Å).  
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III.3.1. Compétition entre le peptide UBPY et l’ubiquitine 

 
Les expériences de compétition entre l’ubiquitine et le peptide UBPY sont nécessaires 

afin de mieux caractériser le complexe UIM-SH3 / Ub. Le peptide de 11 acides aminés 

(Figure 10 page 112), sous forme de poudre (NH2-TPMVNRENKPP-COOH, Mw = 1282,5 

Da, pureté = 95%), a été préparé par la société COVALAB (Villeurbanne). La détermination 

de la concentration est basée sur la pesée et est donc entachée d’une erreur sans doute 

importante (poudre hydratée). Le peptide dérivé d’UBPY ne possédant aucun acide aminé 

aromatique (Tyr, Phe, Trp), la vérification de la concentration par spectroscopie UV-visible 

est impossible. Une solution concentrée du dérivé UBPY (selon la pesée la concentration est 

de 3,3 mM) a été préparée dans du tampon 20 mM phosphate pH 6,8.  

 

La première expérience de compétition consiste à saturer le domaine SH3 avec le peptide 

UBPY, puis d’ajouter progressivement un faible volume d’ubiquitine jusqu’à l’obtention du 

rapport [Ub] / [UIM-SH3] = 2,65. Pour saturer en peptide UBPY sans connaître la 

concentration exacte, nous avons estimé à partir de quel volume de solution de peptide, la 

variation de déplacement chimique tendait vers une valeur limite (saturation). Lors de l’ajout 

du dérivé UBPY sur 15N-UIM-SH3, nous observons que seul le domaine SH3 interagit de 

façon spécifique avec le peptide UBPY, car seuls les résidus de ce domaine sont 

perturbés (Figure 41A). Les résidus du domaine SH3 impliqués dans la surface d’interaction 

sont localisés sur les boucles RT (Asp219, Glu221, Val223, Glu224, Asp225, Asn226, 

Glu227, Leu228), n-Src (Asp241, Ser242, Trp246), et sur l’hélice 310 (Ser260, Phe262) 

(Figure 41C). Ce résultat indique que la surface d’interaction de UBPY sur le domaine SH3 

de STAM2 est superposable aux surfaces déterminées par cristallographie (1UJ0) et, par nos 

expériences de titration, sur le complexe 15N-UIM-SH3/14N-Ub. Pour représenter la variation 

des déplacements chimiques lors de l’ajout du second partenaire, l’ubiquitine, nous avons pris 

comme point de départ le dernier point de titration 15N-UIM-SH3 / peptide UBPY. Nous 

observons alors une nouvelle perturbation de déplacement chimique et la disparition des 

résidus appartenant uniquement au domaine UIM (Figure 41B). Ce résultat a déjà été observé 

lors de la titration 15N-UIM-SH3 avec 14N-ubiquitine (cf section III.2.1.1 pages 147 et 149), et 

confirme la forte interaction entre l’ubiquitine et le domaine UIM. Par contre, aucune 

nouvelle perturbation n'apparaît pour le domaine SH3.  

 



 - 163 - 

Ce résultat confirme donc que le peptide UBPY est toujours en interaction avec le domaine 

SH3 et qu’il a une plus grande affinité pour le domaine SH3 que l'ubiquitine (Kd ~ 27 μM 

pour le peptide UBPY (61) et Kd ~ 250 μM pour Ub). 

 
 

Figure 41 : Données de perturbations de déplacement chimique pour le complexe en absence 
de sel A)

15N-UIM-SH3 / peptide UBPY, B) 15N-UIM-SH3 / peptide UBPY en compétition 
avec l’ubiquitine ([Ub] / [UIM-SH3] = 2.65). C) Représentation de la surface d’interaction 

du peptide UBPY sur le domaine SH3. Les résidus fortement perturbés par la présence du 
peptide UBPY sont représentés en jaune. 
 

L'analyse CSP a aussi été enregistrée pour le complexe [15N]-UIM-SH3 / [14N]-Ub 

jusqu'à ce que le rapport [Ub] / [UIM-SH3] atteigne la valeur de 6,3 (Figure 42A). Nous 

observons des perturbations significatives pour le domaine UIM et le domaine SH3. Une 

petite quantité de peptide concentré a été ajoutée progressivement. La Figure 42B met en 

évidence les variations de  des résidus du construit UIM-SH3 entre le dernier point de 

titration en présence d’Ub (UIM-SH3/Ub) et le dernier point de titration réalisé en présence 

du peptide UBPY (complexe UIM-SH3/Ub/UBPY). Aucune nouvelle perturbation n’est 

observée sur le domaine UIM comme prévu, alors que de nouvelles perturbations sont 
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observées sur le domaine SH3 en raison de la compétition entre l’ubiquitine et le peptide 

UBPY (Figure 42B).  

 

 

Figure 42 : Analyse qualitative des perturbations de déplacement chimique pour le complexe 
en absence de sel A) 15N-UIM-SH3 / 14N-Ub ([Ub] / [UIM-SH3] = 6,3) et B)

15N-UIM-SH3 / 
14N-Ub en compétition avec le peptide UBPY. 
 

En effet, le sens de la perturbation du déplacement chimique change en raison de 

l'ajout d'un nouveau ligand : le peptide UBPY (Figure 43). Ce résultat suggère que le peptide 

remplace l’ubiquitine en raison de sa plus grande affinité pour le domaine SH3. Nous n’avons 

pas pu continuer cette compétition par manque de peptide UBPY mais nous pouvons aisément 

imaginer que la variation de déplacement chimique sera plus nette lorsque le rapport peptide 

UBPY / UIM-SH3 augmentera.  

 

 

Figure 43 : Perturbation du déplacement chimique du résidu F230 durant les expériences de 
titration après l’ajout d’ubiquitine (rouge) puis du peptide UBPY (vert).  
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III.3.2. Expériences de relaxation

 
Pour confirmer l’interaction du peptide seul sur le domaine SH3, nous avons 

enregistré des expériences de relaxation R1 sur le complexe 15N-UIM-SH3 / peptide UBPY / 
14N-ubiquitine à des conditions saturantes (Figure 44). 

 

 
Figure 44 : Vitesses de relaxation R1 pour 15N-UIMSH3 en noir, 15N-UIM-SH3 / 14N-
Ubiquitine en rouge, ([Ub] / [UIM-SH3] = 12.13), 15N-UIM-SH3 / peptide UBPY /14N-
Ubiquitine en bleu (conditions saturantes en UBPY et [Ub] / [UIM-SH3] = 2.65).  
 

La figure 44 montre les valeurs de vitesses R1 pour 15N-UIM-SH3, le complexe 15N-

UIM-SH3 / 14N-Ub ([Ub] / [UIM-SH3] = 12.1), et le complexe 15N-UIM-SH3 / peptide 

UBPY / 14N-Ub (conditions saturantes en peptide UBPY et [Ub] / [UIM-SH3] = 2.65). Pour 

le domaine UIM, les valeurs de R1 sont relativement similaires pour les deux complexes, 15N-

UIM-SH3 / 14N- Ub et 15N-UIM-SH3 / peptide UBPY / 14N-Ub. Ce résultat confirme que le 

domaine UIM n'est pas affecté par la présence du peptide et que le complexe UIM / Ub est 

stable. En ce qui concerne le domaine SH3, nous pouvons remarquer que les valeurs R1 du 

complexe UIM-SH3 / peptide / Ub sont significativement plus élevées que les valeurs R1 du 

complexe UIM-SH3 / Ub. Ce résultat indique que le domaine SH3 interagit avec le peptide 

UBPY de masse moléculaire plus faible et non plus avec l’ubiquitine. Nos résultats sont donc 

en accord avec ceux présentés précédemment : la compétition ubiquitine / peptide UBPY dans 

le cas de l’interaction avec SH3 est favorable au peptide UBPY.  

 



 - 166 - 

L’ensemble de ces expériences sur le complexe UIM-SH3 / peptide UBPY / Ub 

indique que le domaine SH3 est plus affine pour le motif P-X-(V/I)-(D/N)-R-X-X-K-P 

d’UBPY (Kd = 27 μM (43)) que pour le patch hydrophobe de l’ubiquitine (Kd = 250 ± 10 μM, 

notre étude en absence de sel). Une question peut alors se poser : Existe-t-il une compétition 

in vivo entre UBPY et l’ubiquitine des protéines cargos sur le domaine SH3 de STAM2 ? Quel 

pourrait être le rôle de cette compétition ? 

 

Pour observer une compétition in vivo entre UBPY et les protéines cargos (protéine 

ubiquitinée), il faut que ces protéines soient localisées à la membrane endosomale. Des 

expériences de double hybride de levure ont mis en évidence qu’UBPY est impliquée dans la 

voie d’endocytose grâce à son interaction avec plusieurs membres de la machinerie ESCRT : 

STAM, CHMP, et Vps4A (111). La fonction et la localisation subcellulaire de la protéine 

UBPY sont régulées par la concentration en effecteur : EGF, à la surface cellulaire. En effet, à 

de faibles concentrations d’EGF (Figure 45A), UBPY est localisée uniformément dans le 

cytoplasme et sur la membrane plasmique (64). UBPY est capable de protéger EGFR 

(récepteur membranaire = protéine cargo) de la dégradation lysosomale en déubiquitinant le 

récepteur activé directement à la membrane plasmique (69, 70, 112) et ainsi permet de 

prolonger la cascade de transduction du signal (Figure 45A- flèche 1). Dans ce cas, il n’y a 

pas de compétition entre UBPY et les protéines cargos sur le domaine SH3 de STAM2. Les 

protéines cargos qui n’ont pas été totalement deubiquitinées sont dirigées vers l’endosome 

précoce où elles seront triées et prises en charge par les UBDs du complexe ESCRT-0 : Hrs et 

STAM2. Puis deux possibilités se présentent: 

- soit le domaine SH3 de STAM2 recrute et active la DUB : AMSH (Kd = 6 μM, mesuré 

par ITC) (113). La localisation subcellulaire d’AMSH sur la membrane de l’endosome 

précoce est induite par l’interaction via son domaine CBD (clathrin binding domain) avec la 

clathrine. On peut ainsi observer une compétition entre l’ubiquitine des protéines cargos et 

cette enzyme de déubiquitination. Les protéines cargos seront alors déubiquitinées et 

conduites vers la voie de recyclage (Figure 45A- flèche 2). 

- soit les protéines cargos sont prises en charge par les complexes ESCRT-I, II, et III et 

conduites vers la voie de dégradation lysosomale. Les protéines destinées à la dégradation 

sont déubiquitinées par AMSH puis internalisées dans les ILVs des corps multi-vesiculaires 

(Figure 45A- flèche 3). Il existe probablement une fraction de protéine UBPY à la surface de 

la membrane de l’endosome précoce, qui serait responsable du sauvetage de STAM2 

(modification chaîne de poly-ubiquitine K48) contre sa dégradation protéosomale (12).  
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A des concentrations élevées d’EGF (Figure 45B), les protéines ubiquitinées à la 

surface plasmique augmentent. On peut noter également que la protéine UBPY est également 

ubiquitinée et rendue inactive (69). Ainsi les protéines transmembranaires activées ne sont 

plus déubiquitinées et sont conduites vers l’endosome précoce. Mizuno et al. suggèrent 

qu’UBPY, dans ces conditions, est redistribuée vers la membrane endosomale contenant le 

récepteur EGFR (69). Cette localisation dépend de l’interaction entre le domaine MIT 

d’UBPY et la protéine CHMP du complexe ESCRT-III (63).  

Sur l’endosome précoce, deux voies se présentent: 

- soit AMSH induit le recyclage des protéines cargos (Figure 45B- flèche 1).  

- soit les protéines cargos sont dirigées vers la voie de dégradation via l’interaction avec 

les ESCRT (Figure 45B- flèche 2). Dans ce cas, l’internalisation dans les MVBs résulte de 

l’action de la DUB-UBPY. Des expériences d’inactivation d’UBPY, par mutagenèse dirigée, 

indique qu’en présence de ce mutant il y a accumulation des protéines cargos à la membrane 

de l’endosome précoce (12). 

 

Pour pouvoir dégrader les protéines cargos il est important de pouvoir les déubiquitiner 

soit par AMSH soit par UBPY. L’interaction des DUBs avec le domaine SH3 est essentielle 

pour leurs activités. En effet la délétion du motif d’interaction avec SH3 pour UBPY (63) et 

AMSH (51) induit une accumulation de protéines cargos ubiquitinées. Ainsi il est important 

que les protéines UBPY et AMSH soient plus affines pour le domaine SH3 que l’ubiquitine 

des protéines cargos. La régulation de la voie de dégradation lysosomale dépend ainsi de la 

concentration de facteur EGF et des DUBs qui sont elles même régulées de façon fine par 

l’ubiquitination via une protéine ligase (E3) en interaction avec UBPY, qui induit la 

désactivation de la DUB : AMSH (55) 
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Figure 45 : Régulation de la voie de dégradation lysosomale par la concentration en effecteur (EGF) et en déubiquitinases : AMSH et UBPY. A) 
A de faibles concentrations d’EGF, et B) à de fortes concentrations d’EGF. Les flèches sont explicitées dans le texte.  
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III.4. Construction d’un modèle structural du complexe UIM-SH3/Ub 
(Résultats préliminaires) 

 
A partir des résultats de titration et de relaxation du complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-Ub 

nous avons mis en évidence que les domaines UIM et SH3 interagissent chacun avec une 

ubiquitine avec des affinités différentes. Dans le but de construire un modèle structural du 

complexe UIM-SH3/Ub, nous avons réalisé des expériences de perturbation de relaxation par 

paramagnétisme (PRE : Paramagnetic Relaxation Enhancement) en utilisant deux mutants 

d’ubiquitine : l’une en position K48C et l’autre en T12C (le principe de cette expérience est 

décrit section II.2.3.3. pages 138-140). Les mutations permettent la fixation d’une sonde 

paramagnétique spécifique aux résidus cystéines : 1-oxyl-2,2,5,5,-tétra-méthyl-3-pyrroline-3-

méthyl-méthanesulfonate (MTSL). 

 

En présence de l’ubiquitine-K48C-MTSL, nous remarquons que les domaines UIM et 

SH3 sont tous deux perturbés. Sur le domaine UIM, très peu d’informations sont obtenues car 

les signaux de nombreux résidus ne sont plus observables au premier point de titration (cf 

section III.2.1.1 page 148). Sur le domaine SH3, nous observons deux surfaces perturbées, par 

la présence de la sonde paramagnétique (MTSL) impliquant (Figure 46C): 

 

- En rouge, les résidus de la boucle RT (Tyr218-Ala222 et Thr229-Glu234), et l’hélice 310 

(Asn261-Phe262). La Figure 46A représente le rapport d’intensité en présence de la sonde 

paramagnétique MTSL (en position K48C sur l’ubiquitine) réduite et oxydée pour chacun des 

résidus du domaine UIM-SH3.  Les résidus Asn247 (boucle n-Src) et Asp261 (hélice 310) ne 

sont plus observés en présence d’ubiquitine-K48C-MTSL, indiquant que la sonde 

paramagnétique est proche de ces résidus (Figure 46A). Ces résultats sont en accord avec les 

expériences de titration sur le complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine (Figure 46B), qui 

indiquent que les résidus des boucles RT, n-Src et de l’hélice 310 sont fortement perturbés en 

déplacement chimique. 

 

- En vert, les résidus Glu250-Ile255, et les résidus Asn266-Glu272 de l’extrémité C-terminale 

(Figure 46A). Les résidus Ile235 et Val237 disparaissent également en présence de MTSL 

sous forme oxydée (indiquant une proximité de MTSL). 
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Figure 46 : A) Profil des perturbations paramagnétiques sur la protéine UIM-SH3 en présence d’ubiquitine-K48C-MTSL, (rapport (3 :1) = 
ubiquitine : UIM-SH3), les flèches en rouge et en bleu représentent respectivement les régions fortement et modérement perturbées par la 
présence de MTSL. B) Profil des variations de déplacement chimique sur UIM-SH3 sans sel. C) Représentation des deux surfaces perturbées par 
la présence de la sonde paramagnétique MTSL fixé sur l’ubiquitine-K48C. Les résidus en rouge sont des boucles RT, n-Src, et de l’hélice 310 Et 
les résidus en vert qui sont à l’opposé de la surface obtenue avec des expériences de titration. 
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En présence d’ubiquitine-T12C-MTSL, nous observons également deux surfaces perturbées 

sur le domaine SH3 (Figure 47B) et une perte d’information importante sur le domaine UIM 

(comme en présence d’ubiquitine-K48C-MTSL). Les surfaces d’interactions impliquent: 

 

- En rouge, la surface en accord avec les données de titration sur le complexe 15N-UIM-

SH3/14N-ubiquitine, est constituée des acides aminés des boucles RT (Asp219-Glu221), n-Src 

(Trp247, et Trp248) et de l’hélice 310 (Pro259, et Asp261) (colorés en rouge Figure 47B). En 

effet, sur la Figure 47A, nous pouvons noter que les résidus Asp219 à Glu221 sont 

modérément affectés par la présence de MTSL. Les résidus Trp247, Trp248, Pro259, et 

Asp261 ne sont plus observés en présence d’ubiquitine-T12C-MTSL, indiquant une forte 

perturbation et donc que ces résidus sont proches de MTSL.  

- En vert, les résidus exposés à l’effet de MTSL sont les suivants : Ile235-Leu239, Thr265-

Asn269, His252, et Ile237. Ces résidus sont localisés à l’opposé de la surface en rouge. En 

effet, sur la Figure 47A, nous pouvons noter que les résidus : Ile235-Leu239, Thr265-Asn269 

sont fortement perturbés et que les résidus Ile237, et His252 ne sont plus observés en présence 

d’ubiquitine-T12C-MTSL. 

L’ensemble de ces résultats confirme les données de titration sur le complexe UIM-

SH3, qui indique que le domaine SH3 interagit avec l’ubiquitine par le biais des résidus des 

boucles RT, n-Src et l’hélice 310. Nous avons observé sur le domaine SH3 une seconde 

surface perturbée par MTSL, nous suggérons que cette perturbation est induite par 

l’ubiquitine qui interagit avec le domaine UIM. Il sera necessaire par la suite, d’enregistrer 

des expériences de nOe filtrés sur le complexe UIM-SH3/ubiquitine afin de confirmer ou 

d’infirmer la présence d’une ubiquitine suffisament proche du domaine SH3 pour induire une 

perturbation paramagnétique à l’opposé de la surface définie par les expériences de titration. 

Nous observons également que le linker est également affecté par la présence de MTSL sur 

l’ubiquitine. 
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Figure 47 : Perturbations paramagnétiques sur la protéine UIM-SH3 en présence 
d’ubiquitine-T12C-MTSL, (rapport (3 :1) = ubiquitine : UIM-SH3), A) rapport d’intensité en 

présence de MTSL a l’état réduit et oxydé pour chacun des résidus du domaine UIM-SH3. Les 
flèches en rouge et en bleu représentent respectivement les régions fortement et modérement 
perturbées par la présence de MTSL. B) Représentation des deux surfaces perturbées par la 
présence de la sonde paramagnétique MTSL fixé sur l’ubiquitine-T12C. Les résidus en rouge 
sont des boucles RT, n-Src, et de l’hélice 310 Et les résidus en vert qui sont à l’opposé de la 

surface obtenue avec des expériences de titration. 
 

Les données d’atténuations d’intensité, en présence d’ubiquitine- K48C-MTSL et -

T12C-MTSL, sur les résidus du domaine SH3 sont utilisées pour reconstruire la position de 

l’électron libre de MTSL. Pour cela, nous avons utilisé un modèle prenant en compte un ou 

deux centres paramagnétiques (selon la publication (114)). Le meilleur modèle est celui qui 
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considère que le domaine SH3 est perturbé par 2 sondes paramagnétiques (car faible . La 

figure 48 présente les positions des sondes paramagnétiques (K48C et T12C) sur le domaine 

SH3, calculé à partir d’un modèle prenant en compte 2 centres paramagnétiques. Les données 

du domaine UIM ne sont pas prises en compte, car trop peu nombreuses, pour la 

détermination de la position des centres paramagnétiques.  

 

 

 
Figure 48 : Re-calcul des positions de l’électron libre de MTSL en considérant un modèle à 2 

centres paramagnétique (114). L’électron libre de MTSL fixé sur l’ubiquitine en position 
T12C est représenté avec une sphére bleue. L’électron libre de MTSL fixé sur l’ubiquitine en 

position K48C est représenté avec une sphére rouge. Le domaine SH3 est représenté en ruban 
noir. Les distances en Å sont mesurées à partir de Pymol. 
 
 Les distances mesurées entre les sondes MTSL en position C12 et K48 de l’ubiquitine 

en interaction avec le domaine SH3, et le domaine UIM sont de 11 ± 5Å et 14,9 ± 5Å 

respectivement. Or la distance entre les C  des résidus K48 et T12 de l’ubiquitine est de 18,6 

Å, ce qui est dans l’ordre grandeur des distances inter-centres paramagnétiques calculées. Les 

positions des sondes paramagnétiques sont calculées avec une marge d’erreur de 5 Å. Cette 

erreur est due à la flexibilité de la sonde paramagnétique (cf section II.2.3.3. pages 137-140). 

Du fait de cette erreur, les contraintes géomètriques issues de ces résultats préliminaires ne 

permettent pas hélas la convergence vers un modèle unique du complexe UIM-

SH3/ubiquitine. Il serait nécessaire d’avoir un troisième jeu de contrainte de distance, afin 

d’affiner le positionnement des sondes paramagnétiques sur le domaine SH3 de STAM2. 

L’obtention de ce modèle fait l’objet d’une thèse dans notre Laboratoire, initiée en octobre 

2011. 
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IV. Conclusion et perspectives:

 

La protéine STAM2 joue un rôle crucial dans le tri des protéines cargos à la surface de 

la membrane endosomale car : 

- Elle permet la reconnaissance des protéines cargos par ces UBDs ; dans la littérature 

on en dénombre deux : VHS et UIM. 

- Elle permet la régulation de la voie de dégradation lysosomale grâce à son domaine 

SH3 qui est capable d’interagir avec deux DUBs : AMSH et UBPY. Ces DUBs 

permettent selon le stimulus extérieur, principalement la concentration en effecteur de 

croissance (tels qu’EGF), de favoriser la dégradation ou le recyclage des protéines 

ubiquitinées vers la surface cellulaire, tout en maintenant un équilibre entre ces deux 

événements, le but étant de garder constant à la surface cellulaire un nombre de 

récepteurs capables d’induire un signal intracellulaire. 

 

De façon préalable à ce travail, notre équipe avait mis en évidence, par des 

expériences RMN de titration sur le complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-Ubiquitine, que le 

domaine SH3 de STAM2 était un domaine d’interaction à l’ubiquitine (95). L’objectif  de 

cette étude a été de caractériser ce nouveau UBD dans le complexe UIM-SH3 / ubiquitine. 

Les expériences de relaxation sur les complexes 15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine et 15N- 

ubiquitine / 14N- UIM-SH3 ont permis de déterminer que les domaines UIM et SH3 sont 

capables d’interagir chacun avec une seule molécule d’ubiquitine. L’affinité de ces deux 

UBDs pour l’ubiquitine est différente. En effet à partir des expériences de titration sur le 

complexe 15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine, nous avons déterminé un Kd de 243 ± 15 μM pour 

le domaine UIM et de 706 ± 47 μM pour le domaine SH3 (en présence de 100 mM de NaCl). 

L’obtention de la constante de dissociation pour chaque ubiquitine en interaction avec UIM-

SH3 est impossible, toutefois un Kd macroscopique de 335 ± 30 μM a été calculé à partir des 

expériences de titration sur le complexe 15N- ubiquitine /14N- UIM-SH3, en présence de 100 

mM de NaCl. L’interface UIM-SH3 / ubiquitine implique des résidus hydrophobes sur les 

deux protéines. La surface d’interaction sur l’ubiquitine est identique pour les deux UBD, il 

s’agit du patch hydrophobe constitué des résidus Leu8, Ile44, et Val70. La surface 

d’interaction sur le domaine SH3 fait intervenir des résidus conservés sur l’hélice 310 et les 

boucles n-Src et RT. Le domaine UIM implique les résidus hydrophobes localisés sur une 

surface de l’hélice . Nous avons mis en évidence des contributions électrostatiques grâce 

aux variations de Kd mesurées à des forces ioniques différentes soit en absence, soit en 
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présence de 100 mM de NaCl. Ces contributions ioniques seraient impliquées dans le 

positionnement correct de l’ubiquitine sur les UBDs. Le domaine SH3, comme tous les 

UBDs, possède une affinité de l’ordre du μM pour l’ubiquitine. Afin d’améliorer notre 

compréhension de l’interaction entre le domaine UIM-SH3 et l’ubiquitine, il serait intéressant 

de construire un modèle du complexe UIM-SH3 / ubiquitine. Des expériences préliminaires 

de relaxation paramagnétique (PRE) sur le complexe 15N-UIM-SH3/14N-ubiquitine-K48C-

MTSL ont été réalisées au cours de notre étude. Les résultats obtenus sont analogues aux 

expériences de titration sur le complexe 15N-UIM-SH3/14N-ubiquitine, et confirment ainsi la 

surface d’interaction sur UIM-SH3. Ces expériences préliminaires ne sont hélas pas 

suffisantes pour construire un modèle. Pour cela il faudrait enregistrer des expériences 

supplémentaires de paramagnétisme à partir d’autres mutants cystéine d’ubiquitine pour 

effectuer une triangulation. Afin d’optimiser le modèle obtenu du complexe UIM-SH3 / 

ubiquitine, des expériences nOe filtrés et des mesures de couplages dipolaires résiduels 

(RDC) sont envisagées afin d’obtenir respectivement des contraintes de distance de l’ordre de 

5 Å et des contraintes d’orientation spatiales.  

Récemment notre équipe (114) a démontré que les domaines VHS et UIM sont 

coopératifs lors de la fixation de chaînes de poly-ubiquitines. Il serait intéressant d’explorer 

cette question et de déterminer s’il existe une coopérativité entre les domaines UIM et SH3 et 

s’il existe une spécificité entre les chaînes de poly-ubiquitines K48 et K63 (distinction des 

domaines distaux et proximaux). Il pourrait aussi être envisagé d'obtenir par microscopie 

électronique un modèle structural du complexe VHS-UIM-SH3/ubiquitine ou VHS-UIM-

SH3/ubiquitine/UBPY. 

 

Dans une seconde partie, la capacité du domaine SH3 à interagir avec un peptide dérivé 

d’UBPY a été utilisée pour étudier la compétition entre ce composé et l’ubiquitine. Ceci nous 

a permis de caractériser le complexe UIM-SH3/Ub et d’améliorer nos connaissances sur le 

mécanisme du tri des cargos sur la membrane de l’endosome précoce. Nos expériences de 

compétition peptide UBPY /ubiquitine en présence de la protéine UIM-SH3 indiquent que le 

peptide UBPY a une affinité plus importante pour le domaine SH3 que l’ubiquitine. Ce 

résultat est logique car si les protéines cargos avaient une affinité plus importante pour SH3, 

celles-ci ne seraient ni dégradées dans le lysosome, ni recyclées à la surface cellulaire. 

L’accumulation des protéines non dégradées provoquerait dans un premier temps une 

morphologie non viable des endosomes précoces et dans un second temps une augmentation 

de la taille de la cellule jusqu’à ce qu'elle atteigne une masse critique. Afin de mieux 
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comprendre la régulation de cette voie, il faudrait dans un premier temps confirmer qu’il y a 

compétition in vitro entre UBPY et les chaînes de polyubiquitines K48 et K63, et de définir 

ainsi si UBPY a une préférence pour les chaînes K63 ou K48. Des expériences identiques 

pour AMSH sont à envisager. Afin de comprendre la régulation des DUBs, des expériences 

de compétition entre AMSH/UBPY, AMSH-Ub/UBPY, et AMSH/UBPY-Ub pourraient être 

réalisées. Il serait intéressant de comprendre comment UBPY est recrutée à la membrane de 

l’endosome précoce à de fortes concentrations en EGF.  
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Conclusion générale 

 

Les objectifs  initiaux de ce travail étaient d’une part d’appliquer la RMN à la 

compréhension du mécanisme fonctionnel de la créatine kinase musculaire (CK-MM), une 

enzyme homo-dimérique, en étudiant sa forme libre puis en présence des substrats et co-

facteurs (ATP/ADP) jusqu’au complexe abortif TSAC : MgADP - créatine - ion nitrate, qui 

représente une forme inhibée de l’enzyme. D’autre part, nous nous étions fixé l’objectif de 

caractériser les interactions du domaine SH3 de la protéine STAM2 avec l’ubiquitine. La 

technique RMN, utilisée au cours de cette thése, est particulièrement sensible à la dynamique 

des systèmes interactifs ainsi qu’à leurs structures, avec une résolution atomique. 

 

A partir d’expériences de perturbation de déplacement chimique et de relaxation nous 

avons pu conforter le modèle d’indépendance des sous unités de la CK-MM en présence de 

MgADP -créatine - ion nitrate, proposé par l’équipe d’Olivier Marcillat (1). Nous avons 

également mis en évidence que la boucle 320s dans la forme TSAC est fortement affectée par 

son interaction avec MgADP. Cette boucle joue un rôle important dans la catalyse 

enzymatique grâce à l’interaction ionique entre les résidus Asp325 de la boucle 320s et His66 

de la boucle 60s. Comme démontré dans les structures cristallines, cette interaction permet la 

fermeture du site actif et l’alignement optimal des substrats dans le site actif. 

 

En ce qui concerne la caractérisation du domaine SH3 de STAM2, des expériences de 

titration et de relaxation ont été enregistrées sur le construit UIM-SH3 de STAM2 en présence 

et en absence d’ubiquitine. Ces expériences ont permis de mettre en évidence que ce domaine 

était capable d’interagir avec l’ubiquitine avec une affinité de 251 ± 25 μM (20 mM 

phosphate, sans NaCl). Les résidus du domaine SH3 impliqués dans l’interaction avec 

l’ubiquitine sont localisés sur les boucles RT, n-Src et l’hélice 310. Ces résidus sont 

relativement conservés dans l’évolution et sont de nature hydrophobe et chargée. Du côté de 

l’ubiquitine, les résidus impliqués dans l’interaction avec le domaine SH3 sont localisés sur le 

patch hydrophobe constitué des résidus Leu8, Ile44, et Val70. Le domaine SH3 de STAM2 

peut également interagir avec un peptide dérivé d’une dé-ubiquitinase UBPY (2), avec un Kd 

estimé par fluorescence à 27 μM (3). La surface d’interaction sur le domaine SH3 de STAM2 

pour le peptide - UBPY fait également intervenir des résidus localisés sur les boucles RT, n-

Src et hélice 310. A partir d’expériences de compétition in vitro sur le domaine SH3 de 
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STAM2 entre le peptide – UBPY et l’ubiquitine nous avons  mis en évidence qu’UBPY est 

plus affine pour le domaine SH3 que l’ubiquitine. Ce résultat nous a permis de suggérer que, 

in vivo, la forte affinité des DUBs (dé-ubiquitinase) pour le domaine SH3 était importante 

pour la voie de sauvetage des récepteurs à la surface cellulaire et pour l’internalisation des 

récepteurs à dégradés dans les corps multi-vésiculaires (MVBs). 

 

Le point commun aux deux sujets développés au cours de ma thèse est la possible 

coopérativité au sein des systèmes interactifs étudiés :  

- Entre les deux monomères de la CK-MM en présence de ses substrats fonctionnels 

de l’enzyme. 

- Et entre les domaines UIM et SH3 de la protéine STAM2 en présence de chaîne de 

poly-ubiquitine. 

La notion de coopérativité est souvent confondue avec la notion d’allostérie. Une enzyme dite 

allostérique possède un site actif et un site modulateur sur lequel vient se fixer l’effecteur 

allostérique. Lors de la fixation du substrat dans son site actif, il y a modification du site 

modulateur permettant la fixation de l’effecteur allostérique. Les sous-unités d’une enzyme ou 

les domaines d’une protéine sont dits coopératives lorsque la fixation d’un ligand (ou 

protéine) sur un site d’interaction modifie l’affinité du second site pour la fixation d’un même 

ligand. Si l’affinité du second site augmente, on parle de coopérativité positive. Si l’affinité 

du second site diminue, on parle de coopérativité négative. Dans le cas des enzymes, la 

coopérativité entre sous-unités est souvent liée à un changement conformationnel.  

La CK-MM est une enzyme qui catalyse le transfert réversible d’un groupement phosphate de 

MgATP vers la créatine pour former de la phosphocréatine, du MgADP et un proton. Des 

études de cinétiques enzymatiques couplés à la mutagénèse dirigée ont permis de mettre en 

évidence que les sous-unités de la CK-MM sont coopératives dans le sens de la formation de 

MgADP et indépendantes dans le sens de la formation de MgATP (4). Aucune structure de la 

CK-MM en présence de ces substrats fonctionnels n’a été résolue, ainsi nous n’avons aucune 

information sur le comportement des sous-unités et sur les changements conformationnels en 

présence de ces substrats. La RMN permettrait d’obtenir des informations sur les 

changements de dynamique et de l’environnement chimique de la boucle 320s en présence 

des substrats fonctionnels de la CK-MM. A l’aide de la RMN nous pourrions également 

observer les fluctuations de la structure et nous informer ainsi sur le comportement des deux 

sous-unités de l’enzyme. 
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La possible coopérativité des domaines UIM et SH3 de la protéine STAM2 en présence d’une 

di-ubiquitine, peut être mise en évidence par la comparaison des Kd de ces domaines en 

interaction avec l’ubiquitine seule (notre étude : CSP) et en présence de di-ubiquitine.  Il 

existe différentes méthodes de détermination de constante d’affinité telles que : 

- L’ITC (calorimétrie de titrage isotherme) permet de déterminer des constantes 

d’association comprises entre 102 à 109 M-1. Lors d’une expérience d’ITC, le "ligand" est titré 

dans une solution de la "macromolécule", contenue dans une cellule (ou vice versa). 

L'expérience est réalisée à température constante. Après chaque ajout d'une petite quantité de 

ligand, la chaleur libérée ou absorbée est mesurée par rapport à une cellule de référence 

remplie de solution tampon. La différence de chaleur est exprimée comme la puissance 

électrique requise pour maintenir une température constante entre la cellule contenant 

l'échantillon et la cellule de référence. 

- La fluorescence : Les propriétés optiques d'une protéine changent très souvent en 

fonction de la fixation d'un ligand ce qui entraîne des changements des spectres d'absorption 

ou d'émission des résidus aromatiques (Tyr, Trp essentiellement). Le domaine SH3 possède 

deux résidus tryptophane qui sont impliqués dans l’interaction avec l’ubiquitine. Il sera donc 

facile de déterminer l’affinité pour ce domaine. Par contre le domaine UIM de STAM2 ne 

possède aucun résidu aromatique, l’utilisation de cette méthode nécessitera une modification 

du domaine UIM par la fixation d’une sonde de fluorescence. Cette sonde ne devra pas 

modifier la structure du construit UIM- SH3 et ne pas modifier la surface d’interaction avec 

l’ubiquitine. 

- La résonance plasmonique de surface (SPR) est une méthode de caractérisation de la 

liaison d'un "ligand" sur un "récepteur" adsorbé à la surface d'une couche métallique. Le 

système détecte la faible variation de l'indice de réfraction de l'interface quand le ligand se 

fixe aux récepteurs. Le signal mesuré est le changement de l'angle de résonance. Les 

constantes de dissociation typiques pour ces expériences sont comprises entre Kd = 10 mM et 

Kd = 1 pM. 

- La RMN permet, entre autre, la mesure de constante d’affinité en traçant les 

variations de déplacement chimique en fonction du rapport de concentration entre les 

partenaires. Au laboratoire, il a été mis en évidence récemment par cette technique que les 

domaines VHS et UIM de la protéine STAM2 sont coopératifs en présence de chaîne de di-

ubiquitine (5). 

La RMN est un outil puissant qui permet la caractérisation détaillée de l’interaction entre une 

protéine et son partenaire grâce à des expériences de relaxation et/ou de perturbation de 
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déplacement chimique. A partir de cet outil nous pouvons également obtenir la structure 3D 

du complexe étudié. La RMN est une méthode non destructrice et permet l’étude d’édifice 

macromoléculaire dans un milieu liquide. 
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Liste des abréviations 

 

Introduction: 
ADN: Adénosine Desoxyribose Nucléique 
CPMG: Carr Purcell Meiboom Gill 
CSP: Chemical Shift Perturbation ou perturbation de déplacement chimique 
ITC: Isothermal Titration Calorimetry 
nOe: Nuclear Overhauser Effect 
PDZ: Post synaptic Density Protein 
RDC: Residual dipolar coupling ou couplage dipolaire résiduel  
RMN: Résonance Magnétique Nucléaire 
SH2: Src Homology 2 
SH3: Src Homology 3 
SPR: Surface Plasmon Resonance  
 

Chapitre 1: 
AK: Arginine Kinase 
ANT: Adenine Nucleotide Translocase 
ATP: adénosine triphosphate  
BMD: myopathie de Becker 
CK: Créatine Kinase 
CK-MgADP: sous-unité de la CK en interaction avec MgADP 
CK-MM: Créatine Kinase Musculaire  
CKmt: Créatine Kinase mitochondriale 
CK-TSAC: sous-unité de la CK en interaction avec le TSAC 
Cr: créatine 
CSA: Chemical Shift Anisotropy 
CTD: C-Terminal Domain 
DMD: myopathie de Duchenne  
DTT: dithiothréitol 
EDTA: Ethylène Diamine Tetracetic Acid 
EXSY: Exchange SpectroscopY 
FRET: Förster Resonance Energy Transfer 
GdnK: Guanidino-phosphagènes Kinase 
HM-CK: Créatine Kinase Musculaire Humaine  
HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation 
IPTG: IsoPropyl- -D-ThioGalactopyranoside 
IRS: Interface Residues Segments 
LK: Lombricine Kinase 
Motif PGHP: motif Proline-Glycine-Histidine-Proline 
Mw: poids moléculaire 
NTD: N_Terminal Domain 
PCr: Phosphocréatine 
Pgdn: phosphagène 
pI: point isoélectrique 
PRE: Paramagnetic Relaxation Enhancement 
rm-CK: Créatine kinase musculaire de lapin  



 - 190 - 

RPE : Résonance Paramagnétique Electronique 
sCKmt: Créatine Kinase mitochondriale Sarcomérique 
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 
SDS- PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
TEMED: NNN’N’-Tetraméthyl-éthylène diamine 
Tc-CK: Créatine Kinase de torpedo californica 
TROSY: Transverse Relaxation Optimised Spectroscopy 
TSAC: Transition State Analogue Complex 
uCKmt: Créatine Kinase mitochondriale Ubiquitaire 
VDAC: Voltage-Dependent Anion-selective Channel protein 
 

Chapitre 2: 
AMSH: associated molecule of SH3 domaine of STAM 
CIN85: Cbl-interacting protein of 85 kDa 
DUB: Déubiquitinase ou enzyme de déubiquitination 
EGF: Epathocyte grow factor 
EGFR: Récepteur de EGF 
ESCRT: Endosomal Sorting Complex Required for Transport 
Hrs: Hepatocyte growth factor-Regulated tyrosine kinase Substrate 
IL-2R : Récepteur d’interleukine 2 
ILV: Intraluminal vesicule 
MIT (domaine) : Microtubule Interacting and Transport (domain) 
MTSL: 1-oxyl-2,2,5,5,-tetra-methyl-3-pyrroline-3-methyl)methanesulfonate 
MVB: Multivesicular body : corps multi vésiculaire 
PPII: poly-proline de type 2 
PRUb: protéines de reconnaissance à l’ubiquitine  
STAM: Signal Transducing Adaptator Molecular  
STAM2: Signal Transducing Adaptator Molecular 2 
Ub: Ubiquitine 
UBDs: Ubiquitin Binding Domain 
UBPY: Ubiquitin specific protease Y 
UIM: motif d’interaction à l’ubiquitine 
VHS: Vps27, Hrs/STAM  
 

Abréviation des 20 acides aminés : 
 

Nom Code 
3 lettres 

Code 
1 lettre 

Nom Code 
3 lettres 

Code 
1 lettre 

Alanine Ala A Leucine Leu L 
Arginine Arg R Lysine Lys K 

Asparagine Asn N Méthionine Met M 
Aspartate Asp D Phénylalanine Phe F 
Cystéine Cys C Proline Pro P 

Glutamate Glu E Serine Ser S 
Glutamine Gln Q Thréonine Thr T 

Glycine Gly G Tryptophane Trp W 
Histidine His H Tyrosine Tyr Y 
Isoleucine Ile I Valine Val V 
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Annexes 

 
A-1 Tableau des déplacements chimiques en 1H, 15N et 13C pour UIM-SH3 

 
    valeurs de déplacement chimique (en ppm) 

numéros de résidus acide aminé N HN CA CO 

163 Gly -- -- -- -- 

164 Ala -- -- -- -- 

165 Ala -- -- 52,74 177,89 

166 Met 119,95 8,62 55,72 176,83 

167 Gly 110,34 8,53 45,41 174,19 

168 Met 120,21 8,32 55,64 176,23 

169 Asn 119,83 8,58 53,59 -- 

170 Lys 122,07 8,40 56,65 176,23 

171 Asn 119,83 8,58 53,59 -- 

172 Lys 122,18 8,38 57,40 176,99 

173 Glu 120,97 8,55 57,81 177,16 

174 Asp 120,21 8,32 55,51 -- 

175 Glu 121,70 8,29 57,84 -- 

176 Asp 121,38 8,44 55,70 177,86 

177 Ile 122,43 8,06 62,99 177,05 

178 Ala 124,66 8,15 54,12 179,39 

179 Lys 119,71 8,14 57,55 177,38 

180 Ala 123,76 8,03 53,98 -- 

181 Ile 120,54 8,14 63,07 177,51 

182 Glu 123,17 8,22 58,15 -- 

183 Leu 121,77 8,28 56,66 178,60 

184 Ser 116,27 8,25 59,93 175,75 

185 Leu 122,89 8,16 56,69 178,68 

186 Gln 119,30 8,12 57,35 177,28 

187 Glu 120,74 8,23 57,74 -- 

188 Gln 120,27 8,27 56,88 176,82 

189 Lys 121,26 8,18 57,14 177,15 

190 Gln 120,32 8,25 56,26 175,87 

191 Gln 120,44 8,45 56,22 176,18 

192 His 120,77 8,33 56,20 175,27 

193 Thr 116,23 8,19 62,15 174,38 

194 Glu 123,80 8,63 56,69 -- 

195 Thr 116,68 8,35 62,27 -- 

196 Lys 124,38 8,43 56,47 176,44 

197 Ser 117,26 8,37 58,18 174,23 

198 Leu 124,21 8,26 55,37 -- 

199 Tyr 120,54 8,14 55,57 177,04 

200 Pro -- -- 63,25 -- 

201 Ser 116,46 8,51 58,51 174,88 

202 Ser 117,77 8,45 58,52 174,54 

203 Glu 122,60 8,44 56,88 176,55 

204 Ile 121,90 8,11 61,51 -- 

205 Gln 124,46 8,45 55,82 175,95 
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valeurs de déplacement chimique (en ppm) 

numéros de résidus acide aminé N HN CA CO 

206 Leu 123,68 8,36 55,49 177,18 

207 Asn 118,83 8,46 53,43 174,88 

208 Asn 118,97 8,33 53,44 175,04 

209 Lys 121,54 8,24 56,54 176,38 

210 Val 121,45 8,13 62,06 175,54 

211 Ala 128,69 8,34 52,42 176,81 

212 Arg 121,62 8,34 55,62 -- 

213 Lys 122,22 8,38 55,76 175,68 

214 Val 113,29 8,89 59,00 172,83 

216 Ala 127,25 8,88 52,78 179,16 

217 Leu 126,33 9,54 55,97 175,74 

218 Tyr 113,51 7,00 53,90 173,46 

219 Asp 118,19 8,60 54,82 175,45 

220 Phe 121,86 8,44 58,03 172,29 

221 Glu 127,78 7,70 53,95 173,77 

222 Ala 127,06 7,75 53,31 177,89 

223 Val 121,48 8,77 63,43 176,82 

224 Glu 119,15 7,75 54,22 177,94 

225 Asp 120,34 8,94 56,51 176,20 

226 Asn 113,80 7,95 52,32 175,99 

227 Glu 119,91 7,48 55,78 175,27 

228 Leu 126,04 8,95 53,59 173,01 

229 Thr 118,75 7,57 61,93 174,84 

230 Phe 119,78 9,00 55,87 173,93 

231 Lys 118,70 8,17 52,90 175,89 

232 His 118,23 9,63 57,45 174,04 

233 Gly 112,24 8,76 45,28 174,33 

234 Glu 119,52 7,86 56,78 175,28 

235 Ile 119,68 8,37 58,51 176,83 

236 Ile 129,70 8,91 60,56 -- 

237 Ile 125,94 8,47 60,20 175,95 

238 Val 127,80 9,18 64,36 175,10 

239 Leu 127,92 9,28 55,15 177,48 

240 Asp 116,09 7,65 55,12 174,52 

241 Asp 128,47 8,17 52,19 175,43 

242 Ser 115,02 8,23 61,68 175,42 

243 Asp 124,99 8,69 53,83 -- 

244 Ala 122,34 8,37 54,81 179,45 

245 Asn 113,31 8,48 54,81 174,96 

246 Trp 123,69 8,81 56,20 -- 

247 Trp 126,05 8,48 52,83 172,95 

248 Lys 119,54 8,74 55,01 176,96 

249 Gly 116,20 9,81 45,78 169,43 

250 Glu 118,67 9,15 54,61 175,12 

251 Asn 122,86 9,14 52,30 -- 

252 His -- -- 58,73 175,96 

253 Arg 118,85 8,10 56,62 176,63 

254 Gly 107,88 7,77 45,28 169,51 

255 Ile 117,97 8,04 59,26 177,17 

256 Gly 112,33 9,06 45,82 171,24 
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Valeurs de déplacement chimique (en ppm) 

numéros de résidus acide aminé N HN CA CO 

257 Leu 120,55 9,35 54,33 177,65 

258 Phe 116,11 9,24 55,46 -- 

260 Ser 121,86 7,76 60,21 -- 

261 Asp 116,85 8,33 54,13 176,44 

262 Phe 119,39 8,03 57,98 175,06 

263 Val 108,87 7,29 58,54 173,34 

264 Thr 112,59 8,82 58,18 172,87 

265 Thr 116,41 8,38 62,68 -- 

267 Leu 124,49 8,61 55,94 177,27 

268 Asn 117,65 8,20 53,53 174,71 

269 Ile 120,82 8,00 61,44 175,95 

270 Glu 124,84 8,57 56,69 176,54 

271 Thr 115,02 8,23 61,68 173,69 

272 Glu 128,13 8,08 58,19 -- 

 
 
A-2 Prédiction de structure secondaire par le logiciel CSI à partir des 
déplacements chimiques 1H , 13C  et 13CO. 
 

H C  CO Consensus 
NA C  2 – 8 C  2 – 9 NA 
NA H 9 – 24 H 10 – 26 NA 
NA C 25 – 49 C 27 – 49 NA 
NA B 50 -52 B 50 -52 NA 
NA C 53- 62 C 53- 53 NA 
NA B 63 – 68 B 54 – 58 NA 
NA C 69 – 71 C 59 – 63 NA 
NA B 72 – 74 B 64 – 69 NA 
NA C 75 -82 C 70 -70 NA 
NA B 83 – 85 B 71 – 78 NA 
NA  C 86 -109 C 79 -82 NA 
NA  B 83 – 88 NA 
NA  C 89 – 97 NA 
NA   B 98 - 101 NA 
NA    C 102 - 109 NA 

H: helice alphha; B: Brin béta; C: coiled coil; NA: Non accessible. 
 
A-3 Expériences de titration sur le complexe UIM-SH3/ubiquitine 

 

 Expérience de titration 15N-UIM-SH3/ 14N-ubiquitine en présence de sel 

La concentration initiale en UIM-SH3 est de 220 μM, on ajoute après chaque HSQC un 

volume d’ubiquitine concentrée à 20 mM. 
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Volume total en μL [Ubiquitine] en μM [UIM-SH3] en μM Rapport [Ub]/[UIM-SH3] 
250 0 220 0 
251 80,5 219 0,4 
252 160 218 0,7 
253 240 217 1,1 
254 318 217 1,5 
256 473 215 2,2 
260 777 212 3,7 
264 107 208 5,1 
268 136 205 6,6 
272 163 202 8,1 
278 203 198 10,3 
284 242 194 12,5 

 
 Expérience de titration 15N-UIM-SH3/ 14N-ubiquitine en absence de sel. 

La concentration initiale en UIM-SH3 est de 250 μM, on ajoute après chaque HSQC un 

volume d’ubiquitine concentrée à 4,97 mM. 

 
Volume total en μL [Ubiquitine] en μM [UIM-SH3] en μM Rapport [Ub]/[UIM-SH3] 

200 0 250 0 
204 97,5 245 0,40 
208 191 240 0,80 
212 281 236 1,20 
222 493 225 2,18 
242 863 207 4,17 
262 1180 191 6,16 
292 1570 171 9,14 
322 1880 155 12,12 

 
 Expérience de titration 15N-ubiquitine/ 14N-UIM-SH3. 

La concentration initiale en ubiquitine est de 180 μM, on ajoute après chaque HSQC un 

volume d’UIM-SH3 concentrée à 1,5 mM. 

[Ubiquitine] en μM [UIM-SH3] en μM Rapport [UIM-SH3]/[Ub] 
180 0 0 
180 53 0,29 
180 122,1 0,67 
180 150,52 0,83 
180 198,43 1,10 
180 302 1,67 
180 534 3 
180 809 4,49 
180 1073 5,96 
180 1323 7,35 
180 1670 9,27 

 
 Expérience de titration 15N-UIM-SH3/ 14N-ubiquitine [L8AI44A] en présence de sel. 

 
La concentration initiale en UIM-SH3 est de 220 μM, on ajoute après chaque HSQC un 

volume d’ubiquitine mutée concentrée à 20 mM. 
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Volume total en μL [Ubiquitine muté] en μM [UIM-SH3] en μM Rapport [Ub muté]/[UIM-
SH3] 

250 0 220 0 
253 240 217 1,1 
256 473 215 2,2 
259 702 212 3,31 
264 1070 208 5,14 
269 1430 204 6,98 
274 1770 201 8,81 
279 2100 197 10,65 
284 2420 194 12,49 
294 3020 187 16,16 
304 3590 181 19,83 
314 4120 175 23,51 
324 4610 170 27,18 

 
 
A-4 Expériences de compétition du peptide UBPY et ubiquitine sur UIM-SH3.

 Expérience de titration 15N-UIM-SH3/peptide UBPY/ 14N-ubiquitine en absence de sel. 
 

La concentration initiale en UIM-SH3 est de 250 μM, on ajoute après chaque HSQC un 

volume de peptide UBPY jusqu’à saturation du domaine SH3 d’UIM-SH3. Une fois la 

saturation atteinte, nous ajoutons un volume faible d’ubiquitine à 4,97 mM. 

 
Volume total en μL [Ub] en μM [UIM-SH3] en μM Rapport [Ub]/[UIM-

SH3] 
454 131 99,1 1,33 
478 250 94,1 2,65 

 

 Expérience de titration 15N-UIM-SH3 / 14N-ubiquitine/peptide UBPY en absence de 
sel. 

La concentration initiale en UIM-SH3 est de 220 μM, on ajoute après chaque HSQC un 

volume d’ubiquitine non marquée concentrée à 4,97 mM. 

Volume total en μL [Ub] en μM [UIM-SH3] en μM Rapport [Ub]/[UIM-SH3] 
180 0 220 0 
184 108 215 0,5 
188 211 211 1 
192 311 206 1,51 
202 541 196 2,76 
230 1080 172 6,28 

 

Au rapport [ubiquitine]/[UIM-SH3] égale à 6,28, on ajoute un volume faible de peptide 

UBPY. 
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