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Chapitre 1

Introduction

1.1 Le repliement des protéines

Dans les années 1950-1960 les premiéres structures de protéines ont été résolues par cris-
tallographie aux rayons X (Myoglobine (1), Lysozyme (2), Ribonucléase (3), Papaine (4),
...). L’observation de ces structures amena au développement de l'idée qu’'une organi-
sation tridimensionnelle stable, appelée état natif, est nécessaire pour qu’une protéine
puisse accomplir sa fonction biologique. Le génome humain contient environ 20 000 a
25 000 geénes qui codent pour environ 100 000 séquences de protéines (5). La majorité
de ces protéines doit se replier sous la forme d’une structure native stable pour devenir
biologiquement active. L’exploration des bases de données structurales et les estimations
théoriques montrent que les protéines repliées peuvent adopter environ 1000 repliements
différents (6). La variété de ces repliements permet d’expliquer la richesse des fonctions
des protéines dans les cellules mais conduit également a se demander comment les pro-

téines peuvent se replier de maniére efficace et fiable aprés leur synthése par le ribosome.

Les importants développements de la biologie structurale et le trés grand nombre de
structures de protéines qui ont été résolues ont également permis d’observer que, pour
de nombreuses protéines, des régions complétes ne se replient pas selon une conformation
fixe mais explorent un ensemble de conformations. Les deux derniéres décennies ont vu se
développer le concept de protéine intrinséquement désordonnées (IDP), qui permet d’ex-
pliquer le role de ces protéines qui ne présentent pas de structure fixe mais qui peuvent
adopter des structures transitoires. Les caractéristiques de ces protéines rendent difficile
I’observation de leur "structure", ce qui permet d’expliquer leur sous-représentation dans
les bases de données structurales. Cependant, 1'utilisation de logiciels de prédiction a per-

mis d’estimer que les IDP représentent 2% des protéines d’archées, 4% des protéines de
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bactéries et 33% des protéines d’eucaryotes (7), ce qui semble démontrer la relative im-

portance de ces protéines.

Le repliement des protéines a été I'un des sujets de recherche majeur des soixante der-
niéres années. De nombreuses études théoriques et expérimentales ont permis de mieux
comprendre les mécanismes qui gouvernent le repliement des protéines. Cependant la
compréhension de ces mécanismes reste encore incompléte et est ouverte a de nombreux

développements.

1.1.1 Le probléme du repliement des protéines

Le dogme central de la biologie moléculaire qui décrit le transfert génétique d’information
dans un systéme biologique a été formulé par Crick en 1970 (8). Cette théorie stipule que
la transmission séquentielle d’information se fait de maniére unidirectionnelle de ’ADN
vers les protéines et ne peut pas étre transférée des protéines vers ’ADN. La traduction
de ’ADN en protéine étant rendue possible par 'utilisation du code génétique. Le replie-
ment des protéines a été décrit comme la seconde moitié du code génétique, la séquence
de la protéine codant pour sa structure tridimensionnelle. Décrypter ce code reviendrait

a comprendre la nature des mécanismes gouvernant le repliement des protéines.

Les premiéres expériences décrivant le repliement des protéines ont été menées par An-
finsen au début des années 1960 (9).

La figure 1.1 résume l'expérience qui a permis & Anfinsen de montrer que la ribonucléase
peut revenir & sa conformation initiale aprés dénaturation, tout en préservant son activité
enzymatique. Cette expérience consiste a déplier la ribonucléase dans des conditions dé-
naturantes et réductrices puis a retirer I’agent dénaturant afin de permettre a la protéine
de se replier. A partir de ce résultat, Anfinsen a émis ’hypothése que toute I'information
nécessaire au repliement d’'une protéine est contenue dans la séquence primaire d’acides

aminés (9).

Pour expliquer le repliement de la ribonucléase dans ces conditions, Anfinsen a conjecturé
que des interactions entre des éléments de la séquence primaire de la protéine permettent
de guider son repliement et la sélection de la bonne combinaison de ponts disulfures parmi

les 105 variants possibles.
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Protéine _ Protéine FIGURE 1.1: Schéma résumant
native dépliée et réduite

. ,
8M Urée les expériences d’Anfinsen - La

+ B-Mercaptoéthanol partie supérieure du schéma ré-

>
>
-

Oxydation lente sume 'expérience de 1961 d’Anfin-

sen, montrant le dépliement réver-
sible de la ribonucléase (9). La par-

tie inférieure du schéma explique

I’expérience de 1962 qui a permis
de mieux comprendre la nature des

interactions impliquées dans le re-

liement des protéines (10
Mélange de protéines avec des topologies aléatoires p p ( )

Dans une deuxiéme série d’expériences (10), le repliement de la ribonucléase a été suivi
en présence de différentes conditions qui influencent les interactions inter et intra molé-
culaires (pH, dénaturants, acides aminés modifiés). En présence de ces perturbateurs, des
formes de la protéine possédant des propriétés physiques proches de celle de la protéine
native peuvent étre observées, mais ces formes ont une activité enzymatique réduite a
moins de 1% de celle de ’état natif (figure 1.1). Il est possible de revenir a la forme native
de la protéine en placant ces formes inactives dans des conditions d’oxydation lente sans

perturbateur.

En comparant l'effet de ces perturbateurs en fonction de leurs propriétés physico-chimiques,
Haber et Anfinsen (10) émirent ’hypothése que les forces permettant la sélection de la
bonne combinaison de ponts disulfures sont les interactions, a courte distance, entre les

groupements fonctionnels des chaines latérales le long de la séquence.

1.1.2 Le paradoxe de Levinthal et le repliement des protéines

Les expériences d’ Anfinsen ont permis d’émettre la théorie selon laquelle la séquence d’une
protéine contient toute I'information nécessaire pour son repliement. Cependant, Cyrus
Levinthal souligna que si une protéine devait explorer toutes les conformations possibles
pour atteindre son état replié, cela nécessiterait un temps astronomique en comparaison
de l’échelle de temps des phénomeénes biologiques (11). Le raisonnement amenant a cette

conclusion est présenté ci-dessous.
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Les seules rotations possibles pour la chaine principale d’une protéine sont la liaison entre
le Ca et le CO (angle V) et la liaison entre le Ca et le NH (angle ®@). Ces deux angles
existent dans deux paires de conformations, appelées « et 3, dans leurs configurations
énergétiques les plus faibles (12). On retrouve ces deux paires de conformations dans les

structures secondaires majoritaires hélices « et feuillet 5 des protéines repliées.

Théoriquement, si ’on considére le cas d’une protéine de 100 acides aminés, et que l'on
limite les angles de rotation des résidus a ces deux conformations de plus faible énergie, il
est possible de calculer que le nombre de conformeéres possible de cette protéine est de 212
soit & peu prés 10%Y possibilités (11). La vitesse limite d’inter-conversions entre les angles
U et ® étant de I'ordre de 10! par seconde, un temps de 10 secondes ou 10!! années
serait nécessaire pour explorer toutes les conformations possibles pour cette protéine. A

titre de comparaison 'age de 1'univers est de I'ordre de 10'° années.

C’est ce que 'on appelle le paradoxe de Levinthal et qui conduit a la conclusion qu’une
protéine ne peut pas physiquement explorer toutes les configurations possibles pour at-
teindre son état replié. Le repliement doit étre guidé par la formation rapide d’interactions
locales, qui déterminent le repliement de la protéine et servent de point de nucléation du-

rant ce processus (11).

1.1.3 Développement d’un modéle pour le repliement des pro-
téines
1.1.3.1 Application de la théorie de I’état de transition pour I’étude du re-

pliement des protéine

Le repliement d'une petite protéine pour laquelle I’état natif est en équilibre thermody-
namique avec I’état non replié peut étre décrit par un modeéle a deux états (13). Dans
ce modéle (figure 1.2), le repliement est une transition d’ordre zéro ou les deux états en

équilibre sont séparés par une barriére énergétique qui correspond a 1’état de transition.

L’état de transition du repliement d’une protéine peut étre assimilé a celui d’une réac-
tion chimique simple. Le repliement d’une protéine peut, lui, étre décrit en utilisant les
modeéles développés pour une cinétique chimique divisée en deux étapes séparées par un
état de transition (14). Cependant, quelques modifications doivent étre apportées pour

appliquer la théorie de I'état de transition au repliement des protéines.
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(1) Dans le cas d'une réaction chimique, des liaisons covalentes vont se former ou se cas-
ser. Pour une protéine ce sont des interactions de faible énergie qui vont permettre la

formation de I’état de transition lors du repliement.

(2) Le repliement d’une protéine peut nécessiter le passage de plusieurs barriéres énergé-

tiques avec un état de transition de la réaction globale.

J Etat de FIGURE 1.2: Théorie de l’état de
transition transition appliquée au repliement
d’une protéine - Réaction de replie-

ment & deux états, avec un équilibre ther-

AG modynamique entre 1'état natif (N) et
D l'état déplié (D). Une barriére énergé-
tique correspondant a la formation de

N I’état de transition sépare les deux états.

>

Coordonnées de réaction

En résumé, 1’état de transition correspond a la barriére énergétique de la réaction de
repliement-dépliement et les interactions favorisant le repliement vont permettre de com-

penser la perte d’entropie associée a la formation de I’état natif.

Il est possible d’étudier le processus de repliement par une analyse systématique des consé-
quences énergétiques de mutations d’une protéine. Cette méthode, nommée analyse de la
valeur de ® (15), permet d’obtenir des informations sur ’état de transition en mesurant
des différences d’énergie d’activation entre les mutants de la protéine et la protéine de

référence.

L’application de cette méthode a permis de déterminer des propriétés communes a 1’état
de transition de différentes protéines. Il a par exemple été possible d’observer que les in-
teractions présentes au sein de ’état natif d’'une protéine peuvent étre déja présentes dans
I’état de transition ou bien se former apreés le passage de la barriére énergétique. Dans ce
cas de figure, la formation du corps hydrophobe de la protéine s’effectue progressivement

durant le repliement de la protéine, par le biais d’interactions non spécifiques (16).
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1.1.3.2 Différents modéles de repliement des protéines

La théorie de I’état de transition permet de décrire la cinétique de repliement d’une pro-
téine. En paralléle du développement de cette théorie, différents modeéles ont été proposés
afin d’expliquer le repliement d’une protéine d’'un point de vue structural. Trois modéles

ont été proposés pour expliquer le processus de repliement d’une protéine.

(1) Le modéle "charpente" (figure 1.3) : Selon ce modéle, les structures secondaires
se forment rapidement et servent de "charpente" pour la mise en place des structures
tertiaires (17). Deux mécanismes permettent de décrire ce modeéle. Le premier de ces
mécanismes est le mécanisme de diffusion-collision dans lequel la protéine est divisée
en micro-domaines, présentant des ébauches de structure secondaires, qui peuvent dif-
fuser indépendamment. La collision entre deux micro-domaines entraine leur fusion en
un multi-domaine de taille supérieure, qui peut fusionner avec d’autres micro-domaines
jusqu’a obtenir la structure native (18). Le deuxiéme mécanisme est le mécanisme de nu-
cléation durant lequel la formation lente d’un noyau va permettre de créer une base pour

la propagation rapide des structures secondaires (19).

Charpente Diffusion/

collision

FIGURE 1.3: Modéle "charpente" - Schéma représentant le repliement d’une protéine

selon le modéle "charpente"

(2) Le modéle de I’effondrement-hydrophobe (figure 1.4) : Selon ce modéle, les
chaines hydrophobes de la protéine vont interagir et rapidement former un noyau hy-
drophobe. La formation de ce noyau hydrophobe va conduire & un "effondrement" de la
protéine sur elle-méme, avec en paralléle une propagation rapide des structures natives
(20). Selon ce modele, 'état de transition se forme rapidement et correspond a une ver-
sion distordue de I’état natif, qui va favoriser la formation des structures secondaires et

tertiaires en paralléle (21).
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Effondrement- Propagation

Hydrophobe

FIGURE 1.4: Modéle de I’effondrement-hydrophobe - Schéma représentant le replie-

ment d’une protéine selon le modéle de 'effondrement-hydrophobe

(3) Le modéle de nucléation-condensation (figure 1.5) : L’application de la mé-
thode d’analyse de la valeur de ® (15) a par la suite permis de rapprocher ces modéles.
En effet, il est possible d’observer pour certaines protéines la formation de structures
secondaires et tertiaires s’effectuant en paralléle de I'étape d’effondrement hydrophobe
(22). La convergence de ces modeéles a ainsi donné lieu a la création d’un modéle de
nucléation-condensation (13), combinant des propriétés du modéle charpente et du mo-

déle effondrement-hydrophobe (figure 1.5).

Nucléation Propagation
Condensation

FIGURE 1.5: Modéle de nucléation- condensation - Schéma représentant le repliement

d’une protéine selon le modéle de nucléation- condensation

En résumé, il est possible de décrire le repliement d’une petite protéine globulaire en 3
étapes : (1) Formation d’un noyau stabilisé par des interactions faibles, qui déterminent
une topologie proche de la structure native; (2) Effondrement global de la protéine au-
tour de ce noyau; (3) Consolidation des régions partiellement structurées pour former la

conformation native (23).
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1.1.3.3 La théorie du paysage énergétique

La description du repliement d’une protéine par une trajectoire unique entre deux états
représente une simplification du processus de repliement. Elle ne rend pas compte de la
formation et de la rupture d’un trés grand nombre de liaisons de faible énergie durant
le repliement. Il est possible d’exprimer la diversité de ces interactions en décrivant la
structure de la protéine a travers un ensemble d’états conformationnels, plutdét que par
une conformation unique. Cette représentation d’ensemble est rendu possible par la des-
cription du repliement d’une protéine a travers un paysage énergétique, tenant compte

des aspects cinétiques et thermodynamiques du repliement (24).

La figure 1.6(a) montre une représentation bi-dimensionnelle du paysage énergétique cor-
respondant au repliement d’une protéine. La théorie du paysage énergétique décrit 1’évolu-
tion des ensembles conformationnels & travers un "puits". La largeur permet de quantifier
I’entropie associée aux conformations de la protéine et la profondeur représente la diffé-
rence d’énergie libre entre les états dépliés et repliés de la protéine. Lors de ’évolution
vers 1’état replié, le nombre de conformations possibles va diminuer, permettant finale-

ment d’atteindre la conformation native (25, 26, 27).

La figure 1.6(b) est une représentation complémentaire de la théorie du paysage énergé-
tique, out chaque neeud correspond a un ensemble conformationnel de la protéine. Chaque
ensemble conformationnel peut évoluer selon un chemin différent avec une diminution du

nombre de chemins possible lorsqu’on se rapproche de 1’état natif.

La théorie du paysage énergétique permet de proposer une solution au paradoxe de Le-
vinthal avec, a chaque étape, une diminution du nombre de conformations possibles qui
est guidée par la séquence de la protéine. Ainsi, lors du repliement la protéine n’a pas
besoin d’explorer toutes les conformations possibles mais seulement un nombre limité de

conformations.
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Début du repliement de la protéine Début du repliement de la protéine

~«————Entropie——»

Energie libre ——>

-«——Coordonnées de repliement————

O

a)
Etat natif Etat natif

FIGURE 1.6: Représentation du repliement d’une protéine par la théorie du pay-
sage énergétique - a) Paysage énergétique sous forme d’un puits, avec une direction fa-
vorisée vers un état natif unique de plus basse énergie. Les creux représentent des minima
d’énergie locaux, ou la protéine peut étre piégée dans un état défavorable lors de son re-
pliement (figure adaptée de (28)); b) Modéle de représentation du paysage énergétique ol
chaque noeud représente un ensemble de conformations de la protéine lors de son repliement
et chaque trait un chemin de repliement. L’axe vertical représente les coordonnées de la
réaction de repliement. Les conformations dans la partie supérieure de la figure sont les plus
éloignées de 1’état natif et le nombre de chemin possible diminue en se rapprochant de 1’état

natif.
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1.1.4 Certaines protéines ont besoin d’aide pour leur repliement

et leur assemblage

Le développement des modéles et théories permettant d’expliquer le repliement des pro-
téines a rapidement été suivi, a la fin des années 1980, par la découverte de protéines
qui permettent de modifier les barriéres énergétiques décrites précédemment et d’aider au
repliement de protéines. L’intérét et le role de ces protéines, appelées chaperonnes molé-
culaires, ont été énoncés par Pelham (29) puis reformulés par Ellis (30) pour expliquer le

repliement et 1’assemblage post-traductionnel des protéines :

"The basic argument is that in some cases the transient exposure of hydrophobic or
charged surfaces normaly involved in domains interactions, either within or between poly-
peptide chains, can results in "improper" interactions to produce incorrect structures. (...)

Molecular chaperones would prevent the formation of such incorrect structures " (30)

Par la suite, le concept a été étendu a tous les domaines du vivant avec 1’observation de
la présence de la chaperonne GroEL chez les eucaryotes et les procaryotes (31). L’activité
de repliement in vitro d'une protéine par une chaperonne a été décrite pour la premiére
fois en 1989 avec la démonstration du repliement, dépendant de ’ATP, de la protéine
RUBISCO par Cpn60 (32).

1.1.5 Repliement in vitro et repliement in vivo : Quelles sont les

différences ?

La découverte des chaperonnes moléculaires a également conduit & des questionnements
quant aux différences de repliement entre les protéines in vitro et in vivo. Il est indéniable
que la protéine dans un tube & essai et celle dans une cellule sont soumises aux mémes
lois physiques. Cependant, durant les 3.5 derniers milliards d’années, les protéines ont été
soumises a une pression évolutive favorisant leur repliement dans un environnement bien
plus concentré et complexe tel que celui des cellules. Le repliement des protéines in vivo

différe en de nombreux aspects du repliement des protéines étudiées in vitro (33, 34).

Le cytoplasme des cellules est un environnement trés encombré :
In vivo, dans le cytoplasme, la concentration en macromolécules est de 'ordre de 200 a
400 mg/mlL, et les surfaces autour de la protéine en repliement sont hautement réactive.

L’encombrement et I'influence des interactions protéine-protéine, vont avoir un effet tres

10
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important sur le repliement des protéines (35).

Il est possible de simuler in vitro ’encombrement cellulaire en utilisant des polymeéres
de haut poids moléculaire. L’analyse du repliement des protéines dans ces conditions a
montré que le pourcentage de repliement est réduit a des valeurs proches de zéro avec,
en paralléle, une trés forte augmentation de 'agrégation (36). D’une maniére trés intéres-
sante, il a été également montré qu’en présence de chaperonnes moléculaires, le repliement

des protéines soumises & un environnement encombré pouvait étre rétabli (37, 38).

La synthése des protéines est un processus lent :

In wvivo, les protéines sont synthétisées de maniére vectorielle par les ribosomes. Le ca-
nal de sortie du ribosome fait 100 A de long mais seulement 20 A de large (39), ce qui
empéche la formation de structures secondaires plus large que des hélices « (40, 41) et
les interactions a longue portée entre deux parties éloignées de la protéine (42). Ainsi,
le repliement de la protéine ne va pouvoir se faire qu’aprés sa synthése compléte ou par

domaine (£ 50-300 résidus) pendant sa synthése.

Ce modéle de repliement de protéine par domaine a été confirmé par ’observation par
RMN de la synthése de la chaine polypeptidique par le ribosome (43). Dans ces expé-
riences, la synthése d’une protéine a été arrétée a différents niveaux de sa séquence et
I’étude structurale de ces intermédiaires a permis d’observer la formation de domaines

indépendants.

La traduction étant un phénomeéne relativement lent (15-75 s pour une protéine de 300
acides-aminés), il a été proposé que le repliement des protéines pouvait se faire de maniére
co-traductionnelle avant que la chaine polypeptidique ne soit entiérement synthétisée pour

éviter les risques de dégradation.

Etude des chaperonnes moléculaires pour mieux comprendre le repliement des
protéines in vivo :

Les nombreuses différences qui existent entre le repliement des protéines in vitro et leur
repliement in vivo pourraient s’expliquer par le role des chaperonnes moléculaires. Celles
ci permettraient la protection des protéines in vivo dans un environnement défavorable &

leur repliement.

11



1. INTRODUCTION

L’étude du fonctionnement des chaperonnes moléculaires pourrait permettre d’apporter
des informations pour établir la connexion entre le repliement des protéines in vitro et in
vivo. Les différentes familles de chaperonnes moléculaires ainsi que leur fonctionnement

vont étre traités dans la partie suivante.

1.2 Le systéme des chaperonnes moléculaires

1.2.1 Qu’est ce qu’une chaperonne moléculaire ?

Depuis leur "découverte" (29, 30), la description du role des chaperonnes moléculaires n’a
cessé d’évoluer et leur role est aujourd’hui considéré comme primordiale. Avant de rentrer
plus en détails dans la description de cette classe particuliére de protéines, il est nécessaire
de définir ce qu’est une chaperonne moléculaire. Nous reprenons ici la définition donnée
par Hartl et coll (44) :

"We define a molecular chaperone as any protein which interacts, stabilizes or helps a
non-native protein to acquire its native conformation but is not present in the final func-

tional structure”(44)

Différentes protéines correspondent & cette définition. La plupart sont des protéines de
résistance au stress ou protéines de choc thermique (Heat shock proteins (Hsps)), leur
synthése est induite par des conditions de stress qui ont pour effet d’augmenter la concen-
tration cellulaire en intermédiaire de repliement de protéine, ce qui favorise les conditions

d’agrégation.

Les chaperonnes moléculaires sont classées en différents groupes, en fonctions de leur
homologie de séquence. Elles sont habituellement dénommées d’aprés leur masse molécu-
laire : Hsp40s, Hsp60s, Hsp70s, Hsp90s, Hsp100s et les petites Hsps. Mise a part leur role
dans le repliement des protéines, elles sont également impliquées dans différents aspects
de la maintenance du protéome : transport de protéines, dégradation de protéines et dis-

sociation d’agrégats.
Le tableau 1.1 donne un apercu des fonctions des différentes chaperonnes moléculaires

et la figure 1.7 permet d’observer la diversité structurale des chaperonnes qui permet de

répondre au probléme du repliement des protéines dans la cellule.
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Famille Organisme Chaperonne Taille Fonctions Ref.
Hsp10 Bactéries GroES (c) (10 kDa); | Co-chaperonnes des Hsp60. Elles sont
essentielles pour le fonctionnement de
Archées Préfoldine (c) (15 kDa)s | GroEL et des chaperonines mitochon-
driales.
Eucaryotes Préfoldine (c) (15 kDa)g
HSP10 (m) (10 kDa);
Hsp40 Bactéries DnalJ (c) (40 kDa), | Module 'activité ATPase des Hsp70s | (45)
(DnaK et Hsc70/Hsp70) et l’associa-
Eucaryotes HSP40 (c) (40 kDa), | tion de ces chaperonnes aux protéines | (46)
dépliées.
Hsp60 Bactéries GroEL(c) (60 kDa)7 | Repliement des protéines par un mé-
canisme d’encapsulation qui permet de
Archées Thermosomes|(c) (60 kDa)7g | protéger les protéines.
Eucaryotes TRiC/CCT (c) (60 kDa)7.g
mtHSP60 (m) (60 kDa);
Hsp70 Bactéries DnaK (c) (40 kDa), | Chaperonnes impliquées dans de nom- | (47)
breux processus liés au repliement
Eucaryotes Hsc70, Hsp70 (c) (40 kDa), | des protéines comme la prévention de | (48),(49)
mtHsp70 (m) (40 kDa), | lagrégation, I'assemblage et le désas- | (50)
semblage de protéines oligomériques.
Hsp90 Bactéries Hsp90 (c) (90 kDa)y | Repliement des protéines de signalisa- | (51, 52)
tion, régulation des récepteurs de sté-
Eucaryotes TRAP1 (c) (90 kDa), | roides et des kinases. Transport et re- | (53)
pliement des protéines sécrétées.

TABLE 1.1: Tableau résumant les fonctions de différentes chaperonnes moléculaires - Pour chaque chaperonne le comparti-

ment cellulaire dans lequel elle se situe est indiqué (c) cytoplasme ou (m) mitochondrie
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Famille Organisme Chaperonne Taille Fonctions Ref.
Hsp100 Bactéries ClpA, ClpB (c) (40 kDa)g | Prévention de 'agrégation, désassem- | (54, 55)
blage des agrégats et repliement des
Eucaryotes Hsp101 (c) (100 kDa)g | protéines dépliées. (56, 57)
Trigger Bactéries Trigger Factor (¢) | (50 kDa)s | Attachement et repliement des pro- | (58, 59)
Factor téines a la sortie du ribosome.
Associées | Archées NAC (c) (14 kDa), | Fonctions similaires au trigger factor | (60)
au ribo- mais aucune homologie de séquence
some Eucaryotes RAC (c) (14 kDa), | entre les deux familles de chaperonnes.
Petite Eucaryotes af-Crystalline (c) | (15-30 Désagrégation dépendante de ’ATP. (61, 62)
Hsp kDa)12.50
Autres Bactéries SecB (c) (17 kDa)s | Transport des protéines sécrétées. Re- | (63)
Skp (p) (17 kDa)s | pliement des protéines du périplasme et | (64)
association du pilus.
Autres Eucaryotes Tim9-Tim10 (m) (10 kDa)g | Transfert des protéines dans l'espace | (65, 66)
inter-membranaire.
Insertion | Bactéries Bam A (c) (88 kDa) Chaperonnes impliquées dans la trans- | (67)
dans 1la location ou l'insertion de protéines a
mem- Eucaryotes Tom40 (c) (40 kDa) travers la membrane de maniére dépen- | (68)
brane dante ou indépendante de ’ATP.

TABLE 1.2: Tableau résumant les fonctions de différentes chaperonnes moléculaires - Suite du tableau 1.1
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1.2.2 Mode d’action des chaperonnes moléculaires

1.2.2.1 La séquence primaire des protéines contient toute l’information né-

cessaire pour leur repliement

Les chaperonnes moléculaires ne modifient pas le chemin emprunté par la protéine pour
se replier mais vont seulement l’aider a se placer dans les conditions adéquates pour
son repliement. Cela est supporté par le fait que parmi les trois familles de chaperonnes
moléculaires les plus connues pour interagir avec les protéines nouvellement synthétisées
(Hsp70, Hsp40 et les chaperonines) aucune ne montre une spécificité particuliére pour

'interaction avec des protéines (70, 71).

1.2.2.2 Le mécanisme d’action des chaperonnes dépend de leur taille

On peut classer les chaperonnes moléculaires en deux familles, en fonction de leur taille :
D’une part les petites chaperonnes d’une taille inférieure a 200 kDa avec Hsp90, Hsp70,
Hsp40 et les co-chaperonnes (70, 71) et d’autre part les grosses chaperonnes d’une taille

supérieure a 800 kDa, qui sont majoritairement représentées par les Hsp60 (70, 71, 72).

Les petites chaperonnes ne peuvent pas interagir avec la chaine compléte de la protéine
dépliée mais seulement avec des petites régions hydrophobes de quelques résidus (7 résidus
dans le cas de Hsp70 (70)). En masquant ces régions, elles permettent d’éviter I’agréga-

tion, par exemple, durant le processus d’élongation de la chaine polypeptidique (73).

Les grosses chaperonnes peuvent séquestrer la chaine polypeptidique compléte dans leur
cavité centrale. Cavité ou la protéine est protégée de I'agrégation et peut se replier dans
des conditions favorables. Dans le cas de GroEL la cavité peut accueillir une protéine

d’une taille théorique maximale d’environ 75 kDa (74).

1.2.2.3 Les chaperonnes agissent sous la forme d’un réseau interconnecté

L’accumulation de protéines dans une conformation non native dans le cytoplasme en-
traine de nombreux problémes pour la cellule. Pour éviter cela, on peut imaginer que les
chaperonnes forment un réseau lors des différentes étapes de la synthése des protéines au
lieu d’interagir de maniére séparée. Dans ce réseau, chaque chaperonne peut transférer la
protéine vers une autre chaperonne, plutot que de la relacher dans un environnement fa-
vorisant son agrégation. Des preuves expérimentales allant dans le sens de cette hypothése

ont été obtenues en reconstituant in vitro un réseau de chaperonnes pour le repliement de
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la rhodhanése comprenant DnaK, DnaJ, GrpE et GroEL-GroES (75).

1.2.2.4 Evolution du repliement post-traductionnel vers le repliement co-

traductionnel

Il existe des différences notables dans la variété et la longueur des protéines procaryotes
et eucaryotes. Pour illustrer cette différence, la comparaison de la distribution de la lon-

gueurs des protéines est présentée dans le tableau 1.3.

Organisme Taille moyenne (résidus) > 500 résidus Nombre de protéines analysées

M. jannaschi 287 8% 1735
E. coli 317 13% 4285

S. cerevisiae 484 37% 5886
C. elegans 442 28% 13 621

TABLE 1.3: Comparaison de la distribution de la longueur des protéines pour
Methanococcus jannaschi, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae et Caeno-
rhabditis elegans - Les données présentées dans le tableau ont été obtenues a partir de
I'étude de Netzer et al. (76).

La taille des domaines structuraux des protéines, définis comme unités indépendantes de
repliement, est assez proche pour tous les organismes (de 50 a 300 résidus). Ainsi, plus un
génome encode pour des protéines de plus de 300 résidus, plus il encode pour des protéines

multi-domaines (77).

Ces protéines plus longues créent un probléme pour leur repliement car elles vont se replier
de maniére moins efficace et sont exposées plus longtemps lors de leur synthése par le ribo-
some (78). Des travaux récents suggérent qu'un des mécanismes permettant le repliement
de ces protéines serait une évolution de 1’équilibre entre le repliement post-traductionnel
et le repliement co-traductionnel ot un domaine se replie pendant la synthése du domaine
suivant (76, 77).
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1.2.3 Voie impliquant des chaperonnes dans le cytoplasme.

L’organisation générale des chaperonnes dans le cytoplasme est hautement conservée a
travers les 3 domaines du vivant (bactérie, archée et eucaryote). Tout d’abord les cha-
peronnes s’attachant au ribosome (TF, NAC ou RAC) interagissent avec la chaine poly-
peptidique sortant du ribosome, suivi par des chaperonnes qui n’ont pas une interaction
directe avec le ribosome (Hsp70). Ainsi, le repliement d’une protéine peut démarrer de
maniére co-traductionnelle et finir de maniére post-traductionnelle aprés transfert de la
protéine aux chaperonnes situées en aval du réseau de chaperonnes : les chaperonines et
les Hsp90.

Parmi les différentes chaperonnes moléculaires, les chaperonines présentent un intérét tout
particulier par leur mode d’action qui consiste a interagir avec la chaine polypeptidique
entiére de la protéine cliente en ’encapsulant dans leur cavité a I'opposé de la majorité
des chaperonnes qui vont interagir avec une partie réduite de la chaine polypeptidique de

la protéine cliente.
La taille des chaperonines ainsi que la complexité de leur mécanisme d’action fait de leur

étude un sujet trés intéressant mais également un défi de taille. Les chaperonines vont

étre traitées en détail dans le prochain chapitre.
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1.3 Deux familles de chaperonines

1.3.1 Introduction sur les chaperonines

Le terme chaperonine a été utilisée pour la premiére fois en 1988 par Hémmingsen et
al. (31), pour décrire une classe spécifique de protéines qui aide au repliement d’autre
protéines. Les chaperonines sont organisées sous la forme d’un double anneaux, de 800 a
1000 kDa, composé de 7 & 9 sous unités par anneau (figure 1.8), chaque anneau pouvant
étre dans une conformation ouverte ou une conformation fermée. Dans la conformation
fermée, I’anneau forme une cavité ou une protéine peut se replier dans un espace isolé de
I’environnement cellulaire. Le passage d’une conformation ouverte a fermée nécessite de
larges changements conformationnels qui sont dépendant de la liaison et ’hydrolyse de

I’ATP.

Elles sont présentes chez tous les organismes qui ont été étudiés (a 'exception de certaines
souches de Mycoplasma et Ureaplasma) et ont été démontrées comme essentielles pour la
survie des cellules (79, 80, 81). On distingue deux groupes de chaperonines : Le groupe I
que l'on trouve chez les bactéries (GroEL) et les organites eucaryotes (Hsp60 : heat-shock
protein 60), et le groupe II que 'on trouve chez les archées (Thermosome) et dans le

cytoplasme des eucaryotes (CCT : Chaperonin Containing TCP-1).

La différence majeure entre les deux groupes de chaperonines est liée au mécanisme de
fermeture de 'anneau. :

- Pour les chaperonines du groupe I, c’est une co-chaperone (Hspl0) qui vient fermer la
cavité en formant un "couvercle".

- Pour les chaperonines du groupe II, le couvercle est encodée dans la séquence de la pro-
téine sous la forme d’une hélice de protrusion. Le contact entre les hélices de protrusions

des sous-unités d’un anneau permettant de former un couvercle.

Malgré cette différence dans le mécanisme de fermeture et leur faible identité de séquence
(~ 20%), les ressemblances entre la structure des particules natives des deux groupes est

trés importante comme on peut 'observer dans la figure 1.8.
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Groupe | : GroEL/GroES Groupe Il : Thermosome Groupe Il : TriC

FIGURE 1.8: Vue d’ensemble des structures des chaperonines - Conformations ouvertes et fermées des chaperonines des groupe
I et II en représentation "cartoon" (GroEL/ES, thermosome, et CCT). Les diméres sont colorés alternativement en violet et rose et
GroES en vert. Pour chaque conformation un dimére est coloré en bleu, pour mettre en évidence le mode d’interaction des sous-unités.
Les conformations ouvertes et fermées sont représentées en vue de coté et vue de dessus. (codes PDB : GroEL/ES : 1XCK (ouverte) et
1SX4 (fermée) ; thermosome : 3IZH(ouverte) et 31ZM (fermée); CCT : 4A0V (ouverte) et 4V8R (fermée))
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1.3.2 Chaperonine du groupe 1
1.3.2.1 Informations structurales sur le complexe GroEL/GroES

Chaque sous-unité de GroEL est composée de trois domaines (figure 1.9(a)) :

- Le domaine équatorial permet d’établir la majorité des contacts entre les sous-unités
d’un anneau et entre les deux annecaux (82, 83). Il contient également un site de liaison
au nucléotide dans sa partie supérieure (83).

- Le domaine intermédiaire agit comme une charniére entre les deux autres domaines. Sa
flexibilité permet les importants changements conformationnels entre les conformations
ouvertes et fermées (83).

- Le domaine apical est impliqué dans I'interaction avec des protéines dépliées grace a des

zones de résidus hydrophobes. Il va également permettre la liaison avec GroES.

Lors de la transition entre les conformations ouvertes et fermées, les sous unités vont su-
bir d’importantes modifications conformationnelles. La superposition des structures d’une
sous-unité dans les différentes conformations est présentée dans la figure 1.9(b). On peut
observer que le domaine apical est celui qui subit les modifications les plus importantes
avec une rotation de 90° et une rotation vers le haut de 60° lors du passage dans la confor-

mation fermée (84).

La figure 1.9(c) montre une vue en coupe d'un anneau dans la conformation ouverte
(orange) et dans la conformation fermée (bleue). Le passage de la conformation ouverte a
la conformation fermée entraine une augmentation de la taille de la cavité. Celle-ci permet
de former un environnement isolé ou la protéine cliente peut se replier (83, 85). Dans la
conformation fermée la cavité peut accueillir une protéine d’une taille maximum de 75
kDa (74).
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a) b)

Site de liaison
au nucléotide

FIGURE 1.9: Flexibilité conformationnelle des chaperonines du groupe I - Deux
types de flexibilités conformationnelles permettent le passage de la conformation ouverte
a la conformation fermée des chaperonines du groupe I : Les mouvements des domaines
d’une sous-unité et l'orientation des sous-unités dans un anneau. a) Trois domaines d’une
sous-unité : équatorial, intermédiaire et apical respectivement en vert, bleu et rose. Le site
de liaison au nucléotide est représenté par un rond rouge (GroES n’est pas représenté pour
faciliter la visualisation)(code PDB : 1SX4) ; b) Superposition des structures de trois confor-
mations de GroEL superposées sur le domaine équatorial. GroEL en orange (code PDB :
1XCK), GroEL-ATP en vert (code PDB : 27CE) et GroEL-GroES-ADP-AlFx en bleu (code
PDB : 1SX4). La superposition permet d’observer la flexibilité des domaines relativement au
domaine équatorial et notamment la rotation du domaine apical dans la conformation liée a
I’ATP; ¢) Superposition des conformations ouvertes (orange) et fermées (bleue) de GroEL,

GroES est représenté en gris. Deux sous-unités sont représentées pour ’anneau.
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1.3 Deux familles de chaperonines

1.3.2.2 Cycle fonctionnel des chaperonines du groupe I

Le cycle fonctionnel de GroEL est dépendant de la liaison et 'hydrolyse de ’ATP qui vont
permettre de nombreux changements conformationnels et la liaison de GroES (86, 87). Les
différentes étapes du cycle vont également étre régulées par des phénomeénes d’allostéries

positives et négatives (respectivement intra et inter-anneaux) (88).

Les étapes de ce cycle ont été étudiées en détails durant les deux derniéres décennies.
Cependant, un débat existe quant & savoir si la chaperonine GroEL forme un complexe
asymétrique ("bullet cycle" (89)) ou symétrique ("football cycle" (90)) pendant le cycle

fonctionnel.

Nous allons tout d’abord décrire le modéle classique "bullet cycle", puis nous discuterons
des différences avec le second modéle "football cycle". En plus des références citées dans
le texte, la description du modéle "bullet cycle" va principalement se baser sur les publi-
cations (91, 92, 93, 94, 95) et la description du modéle "football cycle" sur les publications
(96, 97, 98, 99).

Modéle de repliement "Bullet cycle" (figure 1.10) :

(1) Liaison de ’ATP et de la protéine cliente a un des anneaux de GroEL.
Au début du cycle fonctionnel une protéine dépliée se lie & GroEL (100). Ensuite la liaison
de ’ATP va entrainer une rotation du domaine apical qui va avoir pour effet d’étirer la
structure de la protéine dépliée (101). La liaison coopérative des 7 molécules d’ATP au
domaine équatorial d’'un méme anneau, anneau actif (appelé CIS), va également conduire
a une surélévation et une rotation du domaine apical qui passe dans une position ou il
peut lier la co-chaperonne GroES (102, 103).

(2) Liaison de GroES et internalisation de la protéine cliente.

La liaison de GroES va permettre le passage de 'anneau dans la conformation fermée
mais également entrainer une rotation de 120 dégrées du domaine apical. Apreés la liaison
de GroES, les sites d’interactions avec la protéine cliente vont étre masqués et la protéine

cliente va étre encapsulée dans la cavité (104).

(3) Repliement de la protéine cliente.
La protéine cliente encapsulée dans la cavité de I’anneau CIS va ensuite pouvoir se replier
dans un environnement protégé. Environ 6 secondes aprés ’association avec GroES, ’ATP

va étre hydrolysé. Le passage de 'anneau CIS dans un état lié¢ & ’ADP va avoir pour effet
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de diminuer I'affinité de GroEL pour GroES et également de favoriser la liaison de I’ATP
dans 'anneau TRANS (102, 105).

(4) Libération de la protéine cliente repliée.

La séparation de GroEL et GroES va permettre 'ouverture de la cavité. Ainsi, la pro-
téine cliente va pouvoir sortir dans un état replié, ou partiellement replié qui pourra dans
ce cas subir un second cycle de repliement (102, 106). La liaison de I’ATP & l'anneau
TRANS dans I'étape précédente permet de démarrer un nouveau cycle dans lequel I'an-
neau TRANS devient ’anneau CIS.

@),

@),

FIGURE 1.10: GroEL/ES : Repliement d’une protéine selon le modéle "bullet
cycle" - Dans ce modéle la chaperonine fonctionne de maniére alternée avec une seule cavité
de repliement active a la fois. Le modéle est décrit dans le texte. ’anneau CIS est représenté
en bleu, 'anneau TRANS en blanc et GroES en violet. Les constantes cinétiques pour les

différentes étapes proviennent de Horwich et al. (93)
Dans le modeéle présenté ci dessus les deux anneaux fonctionnent de maniére alternés avec

un complexe asymétrique GroEL/|GroES]; et une seule chambre de repliement active a
la fois (106, 107).
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1.3 Deux familles de chaperonines

Modéle de repliement "football cycle" (figure 1.11) :
La figure 1.11 illustre le cycle fonctionnel de GroEL selon le modéle du "football cycle".
Dans ce modéle, le complexe symétrique GroEL/[GroES], est la forme dominante et les

deux anneaux fonctionnent presque en phase 'un avec Pautre (96).

@),

FiGURE 1.11: GroEL/ES : Repliement d’une protéine selon le modéle "foot-
ball cycle" - Dans ce modéle, & 'opposé du modeéle précédent, ’espéce dominante est
GroEL/|GroES]; avec une forme de ballon de football. L’anneau CIS est représenté en bleu,
I’anneau TRANS en blanc et GroES en violet. Les constantes cinétiques pour les différentes

étapes proviennent de Ye et al. (97)

Des études récentes ont permis de montrer que la formation du complexe symétrique se-
rait favorisée par la présence d’une protéine dépliée (96, 97). Il est assumé dans ce modéle
que sans protéine cliente la dissociation de ’ADP est I’étape limitante. L’interaction avec
une protéine dépliée va accélérer la dissociation de I’ADP et ainsi de permettre la liaison
de 'ATP et de GroES dans I'anneau TRANS avant qu’il n’ait pu étre hydrolysé dans
I'anneau CIS (97).

Haldar et al. (108) ont montré que l'interaction avec une protéine dépliée va également

diminuer ’allostérie négative entre les anneaux. Cela permettrait d’expliquer pourquoi la
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formation d’un complexe symétrique est possible malgré les données montrant une allos-

térie négative sans protéine cliente.

Les deux modeéles sont supportés par un ensemble de données structurales, biochimiques
et fonctionnelles, et il n’est pas possible en I’état actuel des connaissances de trancher
en faveur d’un de I'un ou de 'autre. Il est possible d’émettre I'hypothése que le modéle
"football cycle" correspondrait donc au cycle fonctionnel avec une protéine cliente et le

modele "bullet cycle" au cycle fonctionnel sans protéine cliente (96, 97, 98).

1.3.2.3 Modéles de repliement des protéines par les chaperonines

Dans la partie précédente, nous avons décrit le cycle fonctionnel de GroEL avec les modifi-
cations conformationnelles aux différentes étapes du cycle. Il va étre également intéressant
de présenter les différents modeéles qui permettent d’expliquer le repliement de la protéine
cliente par GroEL. Quatre modéles ont été proposés pour décrire le repliement des pro-
téines par GroEL (109, 110). Ils sont présentés dans la figure 1.12 et décrits dans le texte

ci-dessous.

Modéle de la cage passive (figure 1.12(a)) :

Le modéle de la cage passive, appelé modéle de la "cage d’Anfinsen", propose que la
protéine se replie dans la cavité avec la méme cinétique qu’en solution & une dilution
"infinie", sans possibilité d’agrégation (107, 111). Ce modéle est le premier a avoir été
proposé pour le repliement de protéine par des chaperonines. Cependant, plusieurs don-
nées sont en défaveur de ce modéle. En particulier, le fait qu’il a été possible d’observer

I'accélération du repliement de protéine par GroEL/ES (101).

Modéle de repliement itératif (Modéle du repliement forcé) (figure 1.12(b)) :
Certaines protéines peuvent étre piégées dans des états correspondant & un repliement
incorrect. Dans ce modeéle, la liaison de ’ATP & GroEL va permettre de forcer mécani-
quement le dépliement de la protéine cliente (101). Ainsi, GroEL pourrait donner une
nouvelle chance a la protéine en la ramenant vers un niveau plus élevé du paysage énergé-
tique. Une autre caractéristique de ce modeéle est qu’aprés chaque cycle de repliement, la
protéine peut étre soit étre relachée a I'extérieur de la chaperonine ou bien re-encapsulée

dans la cavité pour subir un nouveau cycle de repliement.
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1.3 Deux familles de chaperonines

Modéle du repliement itératif stationnaire (figure 1.12(c)) :

Il a été montré que plusieurs protéines d’une taille supérieure a celle de la cavité peuvent
étre repliées par GroEL (aconitase mitochondriale (112) , maltodextrin glucosidase (113)
, malate synthase G (114)).

Le protéine cliente étant trop large pour rentrer dans la cavité, elle va rester attachée a
I’anneau CIS de GroEL ce qui va permettre sa protection contre ’agrégation. Dans ce
modéle, la liaison de GroES/ATP a 'anneau TRANS va entrainer des modifications qui
conduisent & la libération et au repliement de la protéine cliente (113). Ainsi, le replie-
ment de ces protéines va se faire selon un mécanisme de repliement TRANS o1 la protéine

cliente et GroES ne se lie pas au méme anneau (114).

Modéle de la cage active (figure 1.12(d)) :
Dans ce modéle, la cavité contribue "activement" au processus de repliement. Cette contri-
bution a pu étre observée expérimentalement par l'accélération du repliement de protéines

par GroEL/ES. Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer cette accélération :

(1) Composition des parois de la cavité : Les parois de la cavité de GroEL sont majoritai-
rement hydrophiles et composées de résidus chargés négativement (91). Il a été proposé
que ces résidus hydrophiles et ces nombreuses charges négatives favoriseraient la forma-
tion du coeur hydrophobe des intermédiaires de repliement de la protéine. Ce modéle est
corroboré par le ralentissement du repliement observé lorsque les résidus chargés négati-

vement sont mutés en résidus chargés positivement (115, 116).

(2) Confinement de la protéine dans un environnement de taille réduite : La cavité de
GroEL correspond a un volume trés réduit par rapport a la taille que peut atteindre une
protéine dépliée. La cavité permettrait donc de restreindre le nombre de conformation ac-
cessible pour la protéine et d’augmenter thermodynamiquement la vitesse de repliement
(109).
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a) Modele de la cage d'Anfinsen

FIGURE 1.12: Modéles du repliement de protéine par GroEL - a) Modéle de la

cage passive; b) Modéle de repliement itératif (Modéle du repliement forcé) ; ¢) Modéle du
repliement itératif stationnaire; d) Modéle de la cage active. Vue de dessus d’un anneau
de GroEL. La couleur des sous-unités correspond & I’état d’occupation du site actif : vide
(blanc), ATP (rouge) et ADP (vert). GroES est représenté par un cercle semi-transparent

au dessus de ’anneau CIS
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1.3 Deux familles de chaperonines

1.3.3 Chaperonine du groupe 11
1.3.3.1 Informations structurales sur les chaperonines du groupe II

On retrouve les chaperonines du groupe II dans le cytoplasme des eucaryotes et chez les
archées. Les chaperonines d’archée sont appelées thermosome et sont organisées en anneau
de 8 ou 9 sous unités avec une, deux ou trois sous-unités différentes (117) (figure 1.8).
Dans le cytoplasme des cellules eucaryotes elles sont appelées CCT (chaperonin contai-
ning TCP1) ou TRiC (TCP1 ring complex) (118, 119). CCT est un hétéro-oligomére com-
posé de 8 sous-unités différentes (CCTa-1, CCTB-2, CCTH-3, CCTH-4, CCTe-5, CCT-6,
CCTn-7 and CCTE-8) (120).

Comme pour GroEL, la sous-unité des chaperonines du groupe II est composée de trois
domaines (figure 1.13(a)). Par contre, le domaine apical comprend une hélice de protru-

sion qui permet de remplacer la co-chaperonne de GroEL.

Lors de la transition entre les conformations ouvertes et fermées, les sous unités vont
subir d’importantes modifications conformationnelles. La superposition de la structure
d’une sous-unité dans les conformations ouvertes et fermées est présentée dans la figure
1.13(b). On peut observer que le domaine apical est le domaine qui subit les modifications
les plus importantes avec une rotation de 70° et une rotation vers le bas de 30° lors du

passage dans la conformation fermée (84).

La figure 1.13(c) montre une vue en coupe d’'un anneau dans la conformation ouverte
(orange) et dans la conformation fermée (bleue). Le passage de la conformation ouverte
a la conformation fermée permet la formation d’un environnement isolé ou la protéine
cliente peut se replier. Dans la conformation fermée la cavité peut accueillir une protéine
d’une taille maximum de 50 kDa (84).
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Hélice de
a) protrusion b)

’

Site de liaison ,
7 . 4
au nucléotide~

FI1GURE 1.13: Flexibilité conformationnelle des chaperonines du groupe II - Deux
types de flexibilités conformationnelles permettent le passage de la conformation ouverte a
la conformation fermée des chaperonines du groupe II : Les mouvements des domaines a
I'intérieur d’une sous-unité et l'orientation des sous-unités dans un anneau. a) Organisation
d’une sous-unité divisé en trois domaines : équatorial, intermédiaire et apical respectivement
en bleu, vert et rose. Le site de liaison au nucléotide est représenté par un rond rouge
(code PDB : 3IZM) ; b) Superposition des structures des deux conformations du thermosome
alignées sur le domaine équatorial. Conformation fermée en bleu (code PDB : 3IZM), et
conformation ouverte en orange (code PDB : 3IZH). La superposition permet d’observer la
flexibilité des domaines relativement au domaine équatorial et notamment la rotation du
domaine apical qui permet la fermeture de 'anneau; ¢) Superposition des conformations
ouvertes (orange) et fermées (bleue). Deux sous-unités sont représentées pour 'anneau. On
peut observer de larges mouvements des domaines qui permettent une fermeture de ’anneau

par l'interaction entre les hélices de protrusion.
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Allostérie et mécanisme de reconnaissance du substrat :

L’étude de thermosome de différentes espéces a montré que 'allostérie positive a I'inté-
rieur d'un anneau est trés faible alors qu’il y a une ’allostérie négative entre les anneaux
(121, 122, 123). En ce qui concerne I'interaction avec des protéines clientes, le thermosome
interagit grace a un mécanisme d’interaction hydrophobe non spécifique similaire & GroEL
mais la présence de ’hélice de protrusion du domaine apical va permettre d’obtenir une

plus grande surface d’interaction (124, 125).

Pour CCT, différentes études ont montré que ’allostérie positive a 'intérieur d’un anneau
est beaucoup plus faible en comparaison de GroEL (126, 127) et qu’il existe une spéciali-

sation des deux parties de 'anneau (128, 129, 130).

FIGURE 1.14: Affinité des sous-
unités de CCT pour ’ATP - Chaque
sous-unité est représentée par un cercle.
L’affinité pour 'ATP est indiquée par des
signes + ou - et par un gradient de cou-
leur allant du bleu clair au bleu foncé avec
une affinité plus importante pour les cou-

leurs les plus sombres.

D’un coté de 'anneau, une partie formée par les sous unités CCT7n-7/CCTH-8/CCT(-
6/CCT~-3 qui ont une trés faible affinité pour PATP et une activité d’hydrolyse de ’ATP
également plus faible. De 'autre coté de ’anneau, une partie formée par les sous unités
CCTe-5/CCTB-2/CCTH-4/CCTa-1 avec une affinité plus forte pour 'ATP et qui sont
indispensable pour l'activité ATPase de CCT (figure 1.14). Cette polarité laisse pen-
ser a une spécialisation fonctionnelle des sous unités, avec une partie spécialisée dans la
reconnaissance des protéines clientes et une autre impliquée dans les modifications confor-

mationnelles, qui sont induites par la liaison et I’hydrolyse de ’ATP (131).
Autant pour les thermosome que pour CCT, I'hélice de protrusion va avoir un réle dans la

communication & l'intérieur d’un anneau (132, 133) et dans la stabilisation de la confor-

mation fermée (132, 134).
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1.3.3.2 Meécanisme de fermeture des chaperonines du groupe II

Le cycle fonctionnel des chaperonines du groupe II est dépendant de PATP mais sa des-
cription est encore incompléte en comparaison de celle des chaperonines du groupe I. La
contreverse principale qui date des premiéres études sur les chaperonines du groupe II
concerne le mécanisme de fermeture de ’anneau, qui serait soit da a la liaison de ’ATP

soit & son hydrolyse (tableau 1.4).

Les deux modeéles proposés pour le mécanisme de fermeture de I'anneau repose princi-
palement sur 1’étude de l'interaction entre des chaperonines du groupe II et différents
nucléotides : ADP, ATP, AppNHp (analogue non hydrolysable de ’ATP). Nous allons
présenter pour chacun des nucléotides les arguments allant dans le sens de chacun des
modéles (figure 1.15).

OB )

Y \O [2] .+.
[1] ?J_V_[ [3] _, m

FiGURE 1.15: Conformations des chaperonines du groupe II avec différents nu-
cléotides - Seulement un des anneaux est représenté. [1| En I’absence de nucléotide, les
chaperonines du groupe II sont dans une conformation ouverte et peuvent attacher la pro-
teine cliente; [2] Dans I’état lié & I’ADP les chaperonines du groupe II sont dans une confor-
mation ouverte et peuvent attacher une protéine cliente; [3] L’incubation avec de I’ATP
et I'aluminum fluoride (AlFx) permet d’obtenir une conformation doublement fermée de
la chaperonine (analogue de ’état de transition); [4] En fonction des études, la liaison de
I’AppNHp va soit ne pas affecter la conformation ouverte des chaperonines du groupe II ou

bien permettre d’obtenir une conformation fermée
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Liaison de ’ADP :

La majorité des études s’accordent sur le fait qu’il existe seulement des différences mi-
neures entre la forme apo des chaperonines du groupe II et la forme liée & ’ADP. Ces
deux formes correspondent & une conformation ouverte. Ces données laissent penser que

la libération du phosphate v de ’ATP serait responsable du passage dans la conformation
ouverte (135, 136, 137, 138, 139, 140).

Liaison d’un analogue de I’état de transition :

L’incubation d’une chaperonine du groupe II avec un analogue de I’état de transition
entraine le passage dans la conformation fermée (141, 142). Cependant, il est difficile de
dire si c’est ’état de transition de ’hydrolyse de I’ATP ou la présence du phosphate v qui

sont responsables du passage a la conformation fermée.

Liaison d’un analogue non hydrolysable de ’ATP :

L’AppNHp permet de simuler la liaison de ’ATP avant qu’il ne soit hydrolysé. C’est en
grande partie les études utilisant cet analogue qui ont conduit & la controverse quant
au mécanisme de fermeture de I'anneau. Effectivement, certaines études concluent & la
fermeture de ’anneau par l'interaction avec 'AppNHp (131, 133, 139, 140) alors que
d’autres études a I'inverse on montré que I’AppNHp ne permet pas la fermeture de I'an-
neau (138, 141).

Une explication pour ces résultats contradictoires pourrait étre que le mécanisme de ferme-
ture serait différent pour les chaperonines du groupe II de différentes espéces. Le tableau
1.4 résume pour différentes chaperonines du groupe II les publications favorables a un
mécanisme de fermeture par liaison de I’ATP et celle favorables 4 un mécanisme de fer-

meture par hydrolyse de ’ATP.

Chaperonine Liaison de ’ATP Hydrolyse de ’ATP
Thermococcus Strain KS-1 (a) (140, 142, 143, 144, 145) X
Methanococcus Maripaludis (a) X (124, 132, 134, 146, 147, 148)

CCT (e) (135, 136, 149) (132, 141, 150)

TABLE 1.4: Mécanisme de fermeture pour différentes chaperonines du groupe II
- Le symbole "X" signifie qu’aucune étude n’a pu étre trouvée. Seul les chaperonines ayant
fait I'objet de plus de cing études sont présentées dans le tableau. (a) chaperonine d’archée,

(e) chaperonine d’eucaryote

33



1. INTRODUCTION

Les données publiées sur les chaperonines de Thermococcus Strain KS-1 et de Thermo-
plama Acidophilum qui concluent a deux mécanismes opposés semble confirmer I’hypo-

these que le mécanisme de fermeture serait dépendant de ’espéce étudiée.

Les données publiées sur la chaperonine CCT concluent de fagon contradictoire quant aux
mécanismes de fermeture. On notera cependant qu’aucune publication récente ne semble
confirmer le mécanisme de fermeture par la liaison de ’ATP pour cette chaperonine. De
plus, la complexité de I'organisation des sous-unités de cette chaperonine pourrait égale-

ment expliquer les différentes interprétations pour le mécanisme de fermeture.

1.3.3.3 Cycle fonctionnel des chaperonines du groupe 11

Le modéle du cycle fonctionnel des chaperonines du groupe II va étre présenté en pre-
nant en compte les deux hypothéses sur la fermeture des anneaux. Nous allons également
considérer qu’apres la fermeture de I’anneau les autres étapes du cycle vont pouvoir étre

décrites de maniére similaire.

Le cycle fonctionnel est décrit avec un complexe asymétrique, ol les anneaux replient une
protéine de maniére alternée, par analogie avec le modéle "bullet cycle" du cycle fonc-
tionnel de GroEL. Cette description s’appuie également sur ’allostérie négative entre les
anneaux (126, 127) et sur l'observation structurale de complexe asymétrique du thermo-
some (151, 152), de CCT en présence d’ATP (137) ou d’ADP-AlFx (153) et de KS-1 en
présence d’ADP-BeFx (Fluorure de béryllium) (142).

(1) Liaison de ’ATP et de la protéine dépliée a un des anneaux :
Le cycle commence par I'attachement d’une protéine dépliée au domaine apical et la liai-

son de ’ATP & un anneau qui devient ’anneau actif.

(2) Fermeture du couvercle et encapsulation de la protéine cliente :

Comme indiqué précédemment, la fermeture de 'anneau pourrait étre soit da a la liaison
de PATP soit a son hydrolyse. Dans les deux cas, une rotation du domaine apical de 70°
et une rotation vers le bas de 30° permettent le passage dans la conformation fermée.
Kanzaki et al. (133) ont également suggéré qu’en plus des rotations induites par I’ATP,
les interactions entre les hélices de protrusions vont participer a la fermeture de ’anneau

et A la stabilisation de la conformation fermée.
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Lors du passage dans la conformation fermée, les sites hydrophobes de liaison a la protéine
vont étre impliqués dans la formation du couvercle. Par conséquent, la protéine dépliée

va étre encapsulée dans la cavité.

(3) Repliement de la protéine :
Apres 'encapsulation, la protéine va pouvoir se replier selon les mécanismes qui sont dé-

crits dans la partie 1.3.3.4.

(4) Ouverture de I’anneau et libération de la protéine :

Les événements conduisant a I'ouverture du couvercle et la libération de la protéine pour
les chaperonines du groupe II sont encore mal compris. D’une maniére similaire & GroEL,
il est possible de penser que 'ouverture de ’anneau soit lié a la liaison de 'ATP dans

I'anneau inactif et la dissociation de ’ADP dans 'anncau actif (145).
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FIGURE 1.16: Chaperonine du groupe II : Modéle du repliement d’une protéine

7

- Dans ce modéle, la chaperonine fonctionne de maniére alternée avec une seule cavité de

repliement active a la fois. Le modéle est décrit dans le texte.

1.3.3.4 Repliement des protéines clientes par les chaperonines du groupe 11

Les modéles présentés pour le repliement des protéines par les chaperonines du groupe I
sont considérés comme semblables pour les chaperonines du groupe II. Cependant, il va
étre possible de discuter des spécificités du thermosome et de CCT pour le repliement des

protéines.
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Repliement des protéines par les chaperonines d’archée :

Meéme si la structure d’un complexe entre un thermosome et une protéine cliente n’a pas
encore pu étre obtenue, différentes études structurales et biochimiques ont montré que
I'encapsulation est une étape essentielle pour le repliement des protéines (124, 134). En
effet, les études d’une chimeére sans couvercle du thermosome de Methanococcus Mari-
paludis ont montré que la présence du couvercle et par conséquent ’encapsulation de la

protéine sont nécessaires pour le repliement d’une protéine (132, 141).

Repliement des protéines par les chaperonines d’eucaryote :

La structure du complexe de CCT avec l'actine (154) ou la tubuline (155) ont permis
d’observer différents sites d’interaction entre CCT et ces deux protéines. La structure du
complexe entre CCT et la tubuline a permis de confirmer une zone d’interaction correspon-
dant & une boucle, appelée boucle de détection, située dans le domaine équatorial (155).
Cette boucle pourrait fonctionner comme un levier qui interagit avec la protéine cliente
et les mouvements de ce levier pourraient aider la protéine cliente & atteindre sa structure
native (156, 157). Il est également intéressant de noter que cette boucle est proche des
extrémités N et C terminales, qui ont plusieurs fois été proposées comme pouvant inter-

venir dans le repliement des protéines chez GroEL et le thermosome (115, 146, 158, 159).

b)

Nucléotide

FIGURE 1.17: Interactions entre une protéine dépliée et les chaperonines - Com-
paraison des modes d’interactions entre les deux groupes de chaperonines et une pro-
téine cliente durant sont repliement. La partie gauche montre deux sous-unités de l’an-
neau CIS de GroEL/ES-ADP-AlFx (code PDB : 1SX4) et la partie droite deux sous uni-
tés du thermosome dans une conformation fermée (code PDB : 3IZM). Différentes par-
ties des sous unités sont mises en avant pour leur interactions présumées avec la protéine
cliente : ph patchs hydrophobes, nc extrémités N et C terminales, bd boucle de détection.
(115, 146, 154, 155, 156, 157, 158, 159)
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Composition en acides aminés de la cavité des chaperonines :

Comme cela a déja été discuté pour GroEL, la composition en acides aminés de la ca-
vité joue un role trés important dans le repliement des protéines. Il va étre intéressant
d’observer si il existe des différences entre les cavités des chaperonines du groupe I et du
groupe II. La figure 1.18 montre les acides aminés chargés positivement et négativement

ainsi que les acides aminés hydrophiles et hydrophobes pour les trois chaperonines.

Il est possible d’observer que les chaperonines du groupe II possédent des propriétés com-
munes avec des parois plus hydrophiles et plus riche en résidus chargés positivement alors
que la cavité de GroEL est composée de plus de résidus hydrophobes et est plus riche en

résidus chargées négativement.

On peut également observer une différence majeure entre CCT et les autres chaperonines
qui vient de sa nature hétéro-oligomérique qui crée un environnement asymétrique avec
des propriétés variables selon les sous unités. Il a été proposé que cette nature asymétrique
permettrait une spécificité de chaque sous unité de CCT dans le repliement de différentes

protéines clientes (160).
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GroEL/ES Thermosome

FiGURE 1.18: Composition en acides aminés de la cavité des chaperonines - La structure des chaperonines GroEL/ES (code
PDB : 1SX4), Thermosome (code PDB : 31ZM) et CCT (code PDB : 4V8R) est représentée par une vue de dessous. (a,b,c) Les résidus
hydrophobes sont colorés en noir et les résidus hydrophiles en orange. (d,e,f) Les résidus chargés positivement sont colorés en bleu et

les résidus chargés négativement en rouge.
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1.3.3.5 Co-facteur des chaperonines du groupe II : Les préfoldines

Les chaperonines du groupe II interagissent avec de nombreux co-facteurs (161, 162). Un
de ces co-facteurs est un hexamére appelé prefoldine. Les préfoldines peuvent se lier a la
protéine dépliée et la transporter jusqu’a la chaperonine en permettant ainsi de limiter

les risques de précipitation ou de mauvais repliement (163, 164).

FIGURE 1.19: Structure d’une préfoldine - Structure de la préfoldine de Methanother-
mobacter thermautotrophicus (code PDB : 1FXK). Les sous-unités béta sont colorées en bleue

et les sous-unités alpha en magenta. (a) vue de coté, (b) vue de face, (c) vue de dessous.

Structure des préfoldines :

Les prefoldines présentent une structure caractéristique en forme de "méduse" avec six
super-hélices ressemblant & des "tentacules" qui sont rattachées & une base composée de
deux tonneaux béta. L’espace entre les "tentacules" permet la formation d’une cavité qui
peut accueillir la protéine dépliée (figure 1.19). Elles sont assemblées sous la forme d’un
hétéro-oligomeére avec quatre sous-unités béta et deux sous unités alpha. D’une maniére
similaire aux chaperonines du groupe II, on peut observer un plus haut degré de différen-
ciation chez les prefoldines eucaryotes qui sont composées de deux types de sous-unités
alpha et quatre types de sous-unités béta (165), alors que les prefoldines d’archée ne com-

portent qu’un type de sous-unités alpha et un type de sous unité béta (163, 164).

Interaction entre les préfoldines et les protéines dépliées :

Le modeéle de I'interaction entre les préfoldines et les protéines dépliées a été déterminé a
partir de données structurales (166) et biochimiques (167). Dans ce modéle, 'interaction
entre la protéine dépliée et la préfoldine se fait grace a des patchs hydrophobes situés dans

la région distale des "tentacules".
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Un mécanisme de pince moléculaire a été proposé pour décrire le mode d’action des pré-
foldines avec les protéines clientes (168). Dans ce mécanisme, les "tentacules" formées par
chaque sous-unité vont permettre d’accommoder des protéines de forme et de taille trés
diversifiés et vont agir comme des barriéres stériques non spécifique qui permettent de

"solubiliser" la protéine dépliée en la protégeant de I'agrégation.

Interactions entre les préfoldines et les chaperonines :

Le modéle de l'interaction entre les préfoldines et les chaperonines a été déterminés a
partir de données structurales (169) et biochimiques (170, 171). Dans ce modéle la pré-
foldine interagit avec la chaperonine par des interactions hydrophobes entre les patchs
hydrophobes situés aux extrémités des "tentacules" et les patchs hydrophobes des do-
maines apicaux de la chaperonine. Le positionnement de la prefoldine sur la chaperonine
est orienté par l'interaction exclusive des sous unités béta de la préfoldine avec deux sous

unités de la chaperonine de chaque coté de 'anneau (figure 1.20).

Le modeéle du repliement d’une protéine par l'interaction entre une chaperonine et une
préfoldine est présenté dans la figure 1.20. Il peut étre divisé en trois étapes :

(1) Liaison de la préfoldine a une protéine dépliée.

(2) Fixation du complexe [préfoldine-protéine dépliée| a la partie supérieure d’un des an-
neaux de la chaperonine.

(3) Libération de la protéine dépliée dans I'anneau de la chaperonine et séparation de la

préfoldine.
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PFD Protéine

T,

PFD Tl __Protéine
~ + dépliée

FIGURE 1.20: Modéle du repliement d’une protéine par l’interaction entre une
chaperonine et une préfoldine - La chaperonine est représentée en blanc avec un seul
anneau pour simplifier la visualisation. La préfoldine est représentée en gris clair (sous unités
béta) et gris foncé (sous unités alpha). La partie supérieure du schéma est une vue de coté

et la partie inférieure une vue de dessus.
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1.4 Les chaperonines d’archée comme modéle des cha-

peronines du groupe II

1.4.1 Les archées

Jusqu’au milieu des années 70, la classification des étres vivants était séparée en 5 régnes :
monéres (Procaryotes), protistes (Eucaryotes unicellulaires), plantes (Eucaryotes pluri-
cellulaires photosynthétiques), mycétes (Champignons) (Eucaryotes pluricellulaires non-
photosynthétiques) et animaux (Eucaryotes pluricellulaires hétérotrophes). Dans cette
classification, les bactéries et les archées étaient regroupés sous le régne des monéres par

leur manque de ressemblance avec les cellules eucaryotes.

Le développement du séquencage ADN, au milieu des années 80, révolutionna la clas-
sification des étres vivants en passant d’'une classification traditionnelle basée sur des
caractéristiques phénotypiques a une classification des caractéristiques phylogénétiques a
I’échelle moléculaire. En 1990, Woese introduit un nouveau taxon le "domaine" situé au

dessus du régne et classifie le vivant en 3 domaines : bactéries, eucaryotes et archées (172).

La ressemblance de archées avec les eucaryotes, et leur relative simplicité, les rend parti-
culierement intéressante comme modéle pour étudier des mécanismes complexes qu’elles
partagent avec les eucaryotes. On citera, par exemple, ’étude de la réplication de ’ADN
(173) ou l'utilisation de modéles d’archées a permis de mieux comprendre ce mécanisme
chez les eucaryotes. De plus, les protéines d’archées, ont souvent été utilisées pour ré-
soudre les structures de complexe. Par exemple, la premiére structure cristallographique

du ribosome a été celle du ribosome d’une archée (Haloarcula marismortui) (174).

1.4.2 Pourquoi s’intéresser aux chaperonines d’archée (thermo-

some)

(1) Des modeéles plus simples pour comprendre le fonctionnement des chape-
ronines eucaryotes :

Les chaperonines du groupe I ont été étudiées intensivement durant les vingt derniéres
années alors que les chaperonines du groupe II sont beaucoup moins bien connues. Les
chaperonines d’archée sont un excellent modéle pour étudier les propriétés des chapero-

nines du groupe II.
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Leur simplicité en comparaison des chaperonines eucaryotes va apporter de nombreux
avantages. En effet, les chaperonines d’archée sont composés de une ou deux sous-unités
alors que les chaperonines d’eucaryote sont composés de huit sous-unités différentes. Par
conséquent, il va donc étre beaucoup plus simple de sur-exprimer les chaperonines d’ar-
chée recombinantes chez E. coli. Cette caractéristique est particuliérement importante
pour I'étude des chaperonines par RMN ot il est nécessaire de pouvoir sur-exprimer de
grandes quantités de protéines en milieu minimum et deutéré.

L’utilisation d’une chaperonine homo-oligomérique permettra également de réduire la

complexité des spectres RMN en réduisant le nombre de signaux par particule.

(2) Stabilité et activité optimale & haute température :
Il a été montré par Gutsche et al. (139) que les modifications conformationnelles des ther-
mosomes sont dépendantes de la température. Par RMN;, il va étre possible d’étudier ces

chaperonines en solution a des températures proches de leur température physiologique.

La variation de l'activité (tableau 1.5) avec la température va également permettre d’ajus-
ter I'activité des thermosomes trés facilement en changeant la température. Le facteur
température va également permettre de jouer sur le dépliement de protéines clientes pour
moduler leurs interactions avec le thermosome sans nécessiter 'utilisation d’agent exté-

rieur comme des agents chaotropes.

D’un point de vue technique l'utilisation de haute température est un facteur favorable
pour I'étude par RMN des chaperonines. Cela va permettre de diminuer le 7¢ de la par-
ticule et ainsi d’obtenir des spectres RMN de meilleure qualité malgré la taille de ces

complexes.

(3) Les archées hyper-thermophiles des organismes vivants dans des conditions
extrémes :

Les archées hyper-thermophiles par leurs conditions de développement sont des organismes
vivants dans des conditions extrémes. Comment ces organismes arrivent a se développer
dans ces conditions qui peuvent profondément affecter le repliement des protéines est une

: Ny ) . , ) : .

question trés intéressante. L’étude des chaperonines d’archée pourrait permettre de mieux
comprendre leur cycle fonctionnel et le processus de repliement des protéines chez ces or-

ganismes.
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1.4.3 Le thermosome de Pyrococcus horikoshii

Avant de commencer notre étude, il a été nécessaire de choisir un thermosome ayant des
caractéristiques favorables a son étude par RMN. Le tableau 1.5 résume les caractéristiques

de différents thermosomes qui ont été décrits dans la littérature.

Organisme Activité Température Optimale Sous-unités par anneau Référence

(Etat oligomérique)

Sulfolobus shibatae 27 75°C 9 (Hétéro) (175)
Pyrodictium occultum 72 100°C 8 (Hétéro) (176)
Sulfolobus Solfataricus 96 80°C 9 (Hétéro) (177)

Thermococcus Strain KS-1  « : 38.4 a :70°C 8 (Hétéro) (178)
B:72 B> 90°C

Methanopyrus kandleri 3 58°C 8 (Homo) (179)

Methanopyrus kandleri 129.6 100°C 8 (Homo) (180)

Pyrococcus horikoshii 40 90°C 8 (Homo) (181)

Aeropyrum Perniz K1 288 90°C 8 (Homo) (182)

Pyrococcus Furiosus 62 90°C 8 (Homo) (183)
Pyrococcus horikoshii 19 80°C 8 (Homo) (184)

TABLE 1.5: Données sur différents thermosomes décrits dans la littérature - Ac-
tivité ATPase en mole d’ATP /min/mole de thermosome(particule) (Si 'activité est donnée

dans une autre unité dans la publication, elle a été convertie).

On peut observer qu’il existe une grande variété d’activité avec une moyenne d’environ 50
moles d’ATP /min/mole de thermosome(particule), et que tous ces thermosomes ont une
activité maximale pour des températures proche de 80-90°C. La RMN est une technique
particulierement adaptée pour étudier des phénomeénes biologiques de I'ordre de la minute.
Par conséquent, il est plus intéressant pour nous d’utiliser un thermosome relativement
moins rapide que les autres thermosomes. De plus étant donné la taille des thermosomes,

il est impératif pour notre étude d’avoir une particule homo-oligomérique.

Parmi ces thermosomes, celui de Pyrococcus horikoshii (PhCpn) semble présenter un bon
compromis. Son activité ATPase est entre 20 et 40 moles d’ATP /min/mole de PhCpn(particule),
ce qui représente environ 2 a 5 cycles fonctionnels par minute soit un nombre d’événement
par minute compatible avec ’échelle de temps observable par RMN. D’une maniére simi-
laire aux chaperonines eucaryotes, PhCpn est composé de huit sous-unités par anneau ce
qui en fait un bon modéle fonctionnel et c¢’est un homo-oligomeére ce qui va faciliter son

étude comme décrit plus haut.
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PhCpn a déja fait 'objet de quelques études (181, 184, 185), ce qui va nous servir de base

grace aux protocoles et conditions testés dans ces études.

1.4.3.1 Modélisation par homologie de PhCpn :

La structure de PhCpn n’est connue que grace a des clichés de microscopie électronique
(181). Par conséquent, il a été nécessaire d’utiliser une modélisation par homologie pour
obtenir des modéles de sa structure dans les conformations fermées et ouvertes. Les mo-
délisation par homologie de PhCpn ont été obtenues en soumettant la séquence de la

protéine au serveur "SWISS-Model" (186) (http ://swissmodel.expasy.org/)

Conformation fermée de PhCpn : La modélisation a été réalisée a partir de la structure
de la conformation fermée du thermosome de Thermococcus Strain KS-1 (code PDB :

1Q3R) qui présente 90 % d’identité de séquence avec PhCpn.

Conformation ouverte de PhCpn : Il n’existe aucune structure cristallographique de ther-
mosome dans une conformation ouverte mais seulement des structures obtenues par micro-
scopie électronique a la résolution de 8 2 10 A. Parmi les structures avec une conformation
ouverte la structure du thermosome de Methanococcus maripaludis (code PDB : 31ZH)
qui présente 68 % d’identité de séquence a été utilisée pour la modélisation de la confor-

mation ouverte de PhCpn.

Les analyses statistiques des modéles et de la qualité des données de modélisation sont

disponibles en annexe (annexe 1).
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Chapitre 2

Développements méthodologiques pour

I’étude d’une machinerie de 1 MDa

2.1 La RMN pour I’étude des assemblages de haut poids

moléculaire

2.1.1 Les groupements méthyles comme sonde pour la RMN

Cette partie va apporter un bref apercu des méthodes et applications du marquage de
méthyles pour I'étude de protéines et d’assemblages de haut poids moléculaire par RMN.
Pour obtenir des informations détaillées sur ce sujet, il est possible de se reporter a diffé-
rentes revues (187, 188).

L’étude par RMN du liquide de protéines et d’assemblages de haut poids moléculaire va

étre principalement limitée pour trois raisons :

(1) L’augmentation du nombre de signaux, de maniére proportionnelle & la longueur de
la séquence de la protéine, va augmenter le nombre de recouvrements possibles. Cela va

rendre trés complexe 'analyse des spectres RMN.
(2) L’augmentation de la taille des particules étudiées va entrainer une augmentation du
Tc des particules. Le 7c étant directement lié a la relaxation transversale du signal RMN,

son augmentation va causer un élargissement des signaux.

(3) Pour des assemblages de haut poids moléculaire 1’élargissement des signaux va dimi-

nuer la sensibilité des expériences RMN jusqu’a une disparition compléte des signaux.
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MACHINERIE DE 1 MDA

Une solution permettant de compenser les effets des points (2) et (3) est I'utilisation de
protéines issues d’organismes thermophiles ou hyper-thermophiles. Ces protéines pouvant
étre analysées a des températures plus élevées, il va étre possible de diminuer leur 7c en
augmentant la température. Cela va permettre de compenser l'effet d’élargissement de

largeur de raie des signaux.

Cependant, I'augmentation de la température ne va avoir qu'un effet limité pour les as-
semblage de haut poids moléculaire et n’est pas applicable a la plupart des protéines qui
sont sensibles a la température. Par conséquent, il est nécessaire de diminuer 1’élargisse-

ment des signaux par une autre méthode.

La principale source principale d’élargissement des signaux RMN est les interactions di-
polaires entre protons (!H-'H). La production de protéines en milieu totalement deutéré,
avec ré-introduction post-expression des protons labiles (NH, OH, NHy, ...), permet une
diminution de la densité de protons dans la protéine d’un facteur cing. Le remplacement
des protons non-échangeables par des atomes de deutérium, dont le rapport gyromagné-
tique est six fois plus faible, permet de remplacer 80% des interactions dipolaires 'H-'H
par des interactions 'H-?H, environ 45 fois plus faibles. Il en résulte une réduction im-
portante des phénomeénes de relaxation dipolaire avec une diminution importante de la

largeur des raies des signaux en comparaison avec une protéine protonée.

Un niveau de protonation de 20%, correspondant aux protons labiles, va cependant étre
trop élevé pour 'étude de protéines ou d’assemblages de plus de 100 kDa. Une solution
permettant de dépasser cette limite est I'utilisation de protonation spécifique des groupe-
ments méthyles (-CHj) dans une protéine deutérée (189). Avec une protonation spécifique
des groupements méthyles, il est possible de diminuer le pourcentage de protonation a

environ 1 a 5%, ce qui rend possible I'étude de complexes de plusieurs centaines de kDa.

2.1.2 Intérét des groupements méthyles

Les protéines sont constituées de six acides aminés naturels avec un groupement méthyle.
Chaque groupement méthyle comprend trois protons équivalents qui tournent tres rapi-
dement autour de I’axe du méthyle (ps), ce qui confére a ce groupement des vitesses de
relaxation transversale et longitudinale plus favorables que celles des autres protons de la

protéine. Ces propriétés de relaxation combinées a la présence de trois protons équivalents

48



2.1 La RMN pour ’étude des assemblages de haut poids moléculaire

permettent une augmentation de la sensibilité des expériences RMN. Pour une protéine,

une expérience TROSY (1*CHj) sera ainsi environ 10 & 18 fois plus sensible qu’une expé-
rience TROSY (**NH) (190).

Les acides aminés avec un groupement méthyle correspondent a environ 30% des résidus
d’une protéine monomérique et jusqu’a 50% des résidus présents dans le corps hydrophobe
d’une protéine (191). Pour des protéines oligomériques, des valeurs similaires ont pu étre
observées avec une augmentation de la proportion de ces acides aminés dans les interfaces

entre les sous-unités (192).

Méme si les acides aminés avec un groupement méthyle ne représentent pas la majorité
des acides aminés contenus dans une protéine, il a été démontré par de nombreuse études
qu’ils vont permettre d’obtenir des informations sur le fonctionnement d’assemblages de
haut poids moléculaire (ClpP (a 300 kDa) (193), protéasome (~ 700 kDa) (194), SecA
(=~ 250 kDa) (195), TET2 (= 500 kDa) (196)).

2.1.3 Meéthodes pour le marquage des groupements méthyles

Le marquage des groupements méthyles d’une protéine doit permettre d’obtenir une deu-
tération supérieure a 98% de la protéine, tout en re-introduisant spécifiquement une pro-

tonation et un marquage *C des groupements méthyles sélectionnés & plus de 95-98%.

La production de protéines marquées spécifiquement sur les groupements méthyles est
réalisée en milieu minimum M9 (*H,0) avec pour seule source de carbone du glucose
deutéré. Le marquage est obtenu par 'ajout dans le milieu de culture d’un précurseur
métabolique de 'acide aminé ou directement de ’acide aminé marqué afin de saturer sa

voie de biosynthése (figure 2.1).

Cependant, de par la complexité et les nombreuses inter-connections entre les voies mé-
taboliques, l'introduction d’une molécule pour le marquage d’un groupement méthyle
va pouvoir également affecter plusieurs voies métaboliques. Par exemple, si le précurseur
métabolique ajouté pour le marquage n’est pas intégré a la fin d’une voie de biosynthése ir-
réversible, son incorporation va s’accompagner de fuites métaboliques vers d’autres acides
aminés D’un maniére équivalente, des métabolites deutérés issus du métabolisme de la

bactérie peuvent diluer le marquage d’un acide aminé.
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FIGURE 2.1: Schéma simplifié des voies de biosynthése des acides aminés possédant un groupement méthyle chez

FEscherichia coli - Seuls les acides aminés et les intermédiaires qui sont utilisés pour réaliser le marquage des groupements méthyles

sont représentés sur la figure. Les atomes de carbone sont colorés selon leur provenance métabolique : Pyruvate, vert ; a-cétobutyrate,

rouge ; Acetyl-CoA, noir. Figure adaptée de Kerfah et al. 2015 (188) (Le nom des molécules a été traduit en francais).
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Durant les vingt derniéres années, différentes stratégies ont été développées pour permettre

le marquage des différents groupements méthyles chez E. coli. Le tableau 2.1 présente une

liste de ces stratégies.

Résidus Groupement méthyle précurseurs références
Alanine CB L-Alanine (188, 197, 198, 199)

Isoleucine Col a-cétobutyrate (189)
Col 2-(S)-hydroxy-2-éthyl-3-cétobutyrate (199)

Cv2 2-Hydroxy-2-éthyl-3-cétobutyrate (200, 201)
Méthionine Ce L-Méthionine (195)
Ce 4-Méhyl-thio-2-cétobutyrate (202)
Thréonine Cr2 L-Thréonine (203)

Valine/Leucine proR et proS a-cétoisovalérate (190, 204)
Valine /Leucine proS 2-Acetolactate (205)
Leucine proR et proS 2-cétoisocaproate (206)
Leucine proS L-Leucine stéréo-spécifiquement marquée (207)
Valine proS L-Valine stéréo-spécifiquement marquée (207)
Valine proS 2-Acetolactate + leucine deutérée (208)

TABLE 2.1: Protocole pour le marquage des groupements méthyles - Tableau adapté
de Kerfah et al. (188).

2.1.4 Marquage combinatoire de plusieurs groupements méthyles

Méme si le marquage de groupements méthyles permet l'observation de protéines d’une
taille supérieure aux limitations classiques de la RMN du liquide, cela conduit également
a une réduction importante du nombre de sondes RMN. Une solution qui pourrait per-
mettre d’augmenter le nombre de sondes est de marquer d’une maniére simultanée le

groupement méthyle de différents acide aminés.

En théorie, de nombreuses combinaisons de marquage de groupement méthyle sont pos-
sibles mais différents critéres doivent étre pris en compte d’un point de vue expérimental

pour éviter des incompatibilités entre ces marquages.

Recouvrement entre les signaux de différents résidus :

Les signaux RMN des groupements méthyles sont tous présents dans une fenétre spec-
trale assez restreinte des spectres 2D (*H,*C) HMQC. Cela va avoir pour effet de favoriser
les recouvrements entre les signaux de différents groupements méthyles (figure 2.2). Par

conséquent, le marquage de plusieurs groupements méthyles devra permettre de limiter
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les possibles superpositions entre leur signaux (187). Par exemple, pour les résidus valines
et leucines, il est possible de réduire les superpositions par I'utilisation de marquage stéréo
(205) et résidu-spécifique (208).

10 FIGURE 2.2: Fenétre spectrale des
différents groupements méthyles
dans un spectre 2D (H,!3C) -
Les déplacements chimiques (*H,3C)
proviennent de la BioMagResBank
(BMRB, http ://www.bmrb.wisc.edu/)).
Les cercles colorés et avec une couleur
plus claire correspondent respectivement

aux déviations standards premiére et

seconde. Figure adaptée de Plevin et

. T Boisbouvier (187)
1 0.5 0

15
"H(ppm)

25 2

Interactions entre les voies de biosynthése :

Il existe de nombreuses connections entre les voies métaboliques de biosynthése des acides
aminés comprenant un groupement méthyle (figure 2.1). L’utilisation de plusieurs précur-
seurs, et/ou acides aminés marqués, peut conduire a des problémes d’incorporations et a
des fuites métaboliques entre les différentes voies de biosynthéses. Ainsi, les voies méta-
boliques des différents acides aminés utilisés pour un marquage combinatoire devront étre

étudiées en détail pour éviter toute incompatibilité.

Pour une analyse compléte des différentes possibilités de marquages combinatoires, il est

possible de se reporter a la revue de Kerfah et al. (188).
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2.2 Test de différents marquages de méthyles sur PhCpn

En comparaison des différentes études par RMN de gros assemblages, PhCpn représente
un défi autant par la taille du monomeére 60 kDa, que par la taille de la particule na-
tive de 960 kDa. Par conséquent, avant de pouvoir étudier son fonctionnement par RMN,
nous avons testé différents marquages des groupements méthyles. Il va étre nécessaire de
trouver un marquage permettant d’obtenir un nombre de sondes suffisants pour couvrir

la structure de PhCpn tout en évitant de trop nombreux recouvrements entre les signaux.

b) C) Val &

Tugarinov (2004)

Met

Fischer (2007)
Gelis (2007)

Met
16 résidus

Thr
25 résidus

Leu lle-31 Ala
Gardner (1997) Isaacson (2007)

46 résidus Kerfah (2015) | Avala (2009) Q°

Val
47 résidus

Ala ;
62 résidus

FIGURE 2.3: Comparaison des différents marquages de groupements méthyles de
PhCpn - a) Modéle de la conformation ouverte de PhCpn ou chaque groupement méthyle
est représenté par une sphére verte (Met), rouge (Thr), turquoise (Leu), bleu (Val), jaune
(Ile) ou rose (Ala). Les deux couleurs pour les signaux des valines et des leucines représentent
une simplification par rapport aux fenétres spectrales des signaux de ces résidus; b) Nombre
de résidus dans PhCpn pour les six acides aminés avec un groupement méthyle; ¢) Spectres
2D (*H,'3C) HMQC colorés en fonction du code couleur des résidus sur la structure de
PhCpn. Les références correspondent aux protocoles de marquage qui ont été utilisés pour
chaque résidu. L’acquisition des données a été réalisée a 75°C (Tampon 2H,0 : MES 25 mM
(pH 6.5), KCI 100 mM, NaCl 50 mM et MgCly 25 mM) sur un spectromeétre opérant a une

fréquence du proton de 850 MHz et équipé d’une sonde cryogénique
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Différents marquages des groupements méthyles publiées dans la littérature ont été testés
pour PhCpn, dans sa forme native, et les spectres 2D (*H,'*C) HMQC correspondant sont

présentés avec la figure 2.3.

Meéthionine : Le marquage du groupement méthyle des méthionines donne un spectre
avec trés peu de recouvrements entre les signaux. On peut observer 14 signaux ce qui
est proche des 16 signaux attendus pour les méthionines de PhCpn. Ce marquage semble
représenter un bon compromis entre le nombre de sondes structurales et la qualité du
spectre 2D (YH,*C) HMQC pour I’étude de PhCpn

Thréonines : Le marquage du groupement méthyle des thréonines n’a pas été testé car il
n’avait pas encore été publié au début de cette étude. De plus, la dispersion spectrale des
signaux des thréonines (figure 2.2) est trés réduite et serait préjudiciable pour 1'utilisation

de ce marquage pour 1’étude de PhCpn.

Valine et Leucine : Le protocole standard de marquage avec de I'a-cétobutyrate conduit
au marquage des deux acides aminés et des deux groupements méthyles de chacun des
acides aminés (186 signaux). Le spectre correspondant & ce marquage ne permet d’ob-

server que tres peu de signaux isolés et il ne pourra pas étre utilisé pour I’étude de PhCpn.

Isoleucine : Le marquage du groupement méthyle 1 des isoleucines donne un spectre
avec environ 15 signaux isolés pour 52 résidus. Par conséquent, malgré la dynamique favo-
rable du groupement méthyle 61 des isoleucines, les trés nombreux recouvrements rendent

peu intéressante 1'utilisation de ce marquage pour 1’étude de PhCPn.

Alanine : Le marquage du groupement méthyle des alanines permet d’observer quelques
signaux isolés, mais la majorité des signaux sont dans des zones avec de nombreux re-
couvrements. De plus, la faible dynamique du groupement méthyle des alanines rend

défavorable leur utilisation pour 1’étude de PhCpn.

Parmi les quatre marquages testés, seul celui du groupement méthyle des méthionines
semble favorable pour I'étude de PhCpn. Il n’y a que 16 résidus méthionines dans la
séquence de PhCpn mais la dispersion des méthionines dans la structure de PhCpn est
suffisante pour avoir des sondes dans les trois domaines structuraux du monomére. Ces
sondes devraient donc permettre d’obtenir un bon apercu des changements conformation-

nels. Cependant, pour des études plus détaillées, il pourrait étre intéressant d’avoir un
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nombre plus important de sondes de I’état structural de PhCpn. Aucun des autres mar-
quages présentés ci-dessus ne semble étre utilisable, avec les protocoles standards, pour

permettre cela.

e nombre de signaux des marquages isoleucines et alanines étant proportionnel au nombre
L bre d d 1 t al tant t 1 b
résidus, il n 1 nvi T ution pour diminuer les recouvremen
de ces résidus, il n’est pas possible d’envisager de solution pour d er les recouvrements
pour ces deux marquages. A I'opposé, il est possible de marquer stéréo-spécifiquement les
groupements méthyles des valines et des leucines (205), et il est théoriquement possible
de séparer le marquage de ces deux résidus. Ainsi, le nombre de signaux pourrait étre
ivisé r ivemen r deux r quatre avec une diminution recouvrements.
divisé respectivement par deux et pa atre avec une d tion des recouvrements. Les
développements mis en place pour permettre un marquage résidu et stéréo-spécifique d’'un

groupement méthyle des valines sont présentés dans la partie suivante.

2.2.1 Développement d’un marquage d’un groupement méthyle

des valines

Goto et al. ont publié en 1999 (209) le premier protocole permettant le marquage des
groupements méthyles des valines et des leucines. Cependant, ce protocole utilise de I'a-
cétoisovalérate marqué sur ces deux groupements méthyles [**CHs| qui conduit au mar-
quage uniforme des quatre groupements méthyles des valines et des leucines. L’utilisation
de ce marquage pour des assemblages de haut poids moléculaire va conduire & des treés
fortes interactions dipolaires 'H-1H, entre les deux groupements méthyles pro-chiraux

d’un résidu, avec une limitation de la sensibilité et de la résolution des expériences RMN.

Pour diminuer 'effet des interactions dipolaires, Tugarinov et al. (190) ont développé un
protocole avec de I’a-cétoisovalérate protoné sur un seul de ces groupements méthyles. Ce
précurseur est synthétisé sous la forme d’une mélange racémique qui permet seulement un
marquage a 50% de chacun des groupements méthyles d’un résidu. Malgré cette réduction
de 50% du pourcentage de résidus marqués, I’élimination des interactions dipolaires entre
les deux groupements méthyles pro-chiraux d’un résidu permet une augmentation de la

résolution et de la sensibilité des expériences RMN (190).
Cependant, ce protocole conduit a la détection de deux signaux pour chaque résidus leu-

cine et valine ce qui pour des protéines ou des assemblage de haut poids moléculaire va

entrainer de nombreux recouvrements entre les signaux. Ces recouvrements vont rendre
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trés complexe la mesure et 'analyse de données site spécifique.
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