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Chapitre 1

Introduction

1.1 Le repliement des protéines

Dans les années 1950-1960 les premières structures de protéines ont été résolues par cris-

tallographie aux rayons X (Myoglobine (1), Lysozyme (2), Ribonucléase (3), Papaïne (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 à

25 000 gènes 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 à se demander comment les pro-

téines peuvent se replier de manière efficace et fiable après leur synthèse par le ribosome.

Les importants développements de la biologie structurale et le très grand nombre de

structures de protéines qui ont été résolues ont également permis d’observer que, pour

de nombreuses protéines, des régions complètes ne se replient pas selon une conformation

fixe mais explorent un ensemble de conformations. Les deux dernières décennies ont vu se

développer le concept de protéine intrinsèquement désordonnées (IDP), qui permet d’ex-

pliquer le rôle de ces protéines qui ne présentent pas de structure fixe mais qui peuvent

adopter des structures transitoires. Les caractéristiques de ces protéines rendent difficile

l’observation de leur "structure", ce qui permet d’expliquer leur sous-représentation dans

les bases de données structurales. Cependant, l’utilisation de logiciels de prédiction a per-

mis d’estimer que les IDP représentent 2% des protéines d’archées, 4% des protéines de

1



1. INTRODUCTION

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 l’un des sujets de recherche majeur des soixante der-

nières 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 incomplète et est ouverte à de nombreux

développements.

1.1.1 Le problème du repliement des protéines

Le dogme central de la biologie moléculaire qui décrit le transfert génétique d’information

dans un système biologique a été formulé par Crick en 1970 (8). Cette théorie stipule que

la transmission séquentielle d’information se fait de manière unidirectionnelle de l’ADN

vers les protéines et ne peut pas être transférée des protéines vers l’ADN. La traduction

de l’ADN en protéine étant rendue possible par l’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

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

Les premières 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 à Anfinsen de montrer que la ribonucléase

peut revenir à sa conformation initiale après dénaturation, tout en préservant son activité

enzymatique. Cette expérience consiste à déplier la ribonucléase dans des conditions dé-

naturantes et réductrices puis à retirer l’agent dénaturant afin de permettre à la protéine

de se replier. À partir de ce résultat, Anfinsen a émis l’hypothèse que toute l’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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Les seules rotations possibles pour la chaîne principale d’une protéine sont la liaison entre

le Cα et le CO (angle Ψ) et la liaison entre le Cα et le NH (angle Φ). Ces deux angles

existent dans deux paires de conformations, appelées α et β, dans leurs configurations

énergétiques les plus faibles (12). On retrouve ces deux paires de conformations dans les

structures secondaires majoritaires hélices α et feuillet β des protéines repliées.

Théoriquement, si l’on considère le cas d’une protéine de 100 acides aminés, et que l’on

limite les angles de rotation des résidus à ces deux conformations de plus faible énergie, il

est possible de calculer que le nombre de conformères possible de cette protéine est de 2100

soit à peu près 1030 possibilités (11). La vitesse limite d’inter-conversions entre les angles

Ψ et Φ étant de l’ordre de 1011 par seconde, un temps de 1019 secondes ou 1011 années

serait nécessaire pour explorer toutes les conformations possibles pour cette protéine. À

titre de comparaison l’age de l’univers est de l’ordre de 1010 années.

C’est ce que l’on appelle le paradoxe de Levinthal et qui conduit à la conclusion qu’une

protéine ne peut pas physiquement explorer toutes les configurations possibles pour at-

teindre son état replié. Le repliement doit être 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 modèle pour le repliement des pro-

téines

1.1.3.1 Application de la théorie de l’état de transition pour l’étude du re-

pliement des protéine

Le repliement d’une petite protéine pour laquelle l’état natif est en équilibre thermody-

namique avec l’état non replié peut être décrit par un modèle à deux états (13). Dans

ce modèle (figure 1.2), le repliement est une transition d’ordre zéro où les deux états en

équilibre sont séparés par une barrière énergétique qui correspond à l’état de transition.

L’état de transition du repliement d’une protéine peut être assimilé à celui d’une réac-

tion chimique simple. Le repliement d’une protéine peut, lui, être décrit en utilisant les

modèles développés pour une cinétique chimique divisée en deux étapes séparées par un

état de transition (14). Cependant, quelques modifications doivent être apportées pour

appliquer la théorie de l’état de transition au repliement des protéines.
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1. INTRODUCTION

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 très 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 à travers un ensemble d’états conformationnels, plutôt que par

une conformation unique. Cette représentation d’ensemble est rendu possible par la des-

cription du repliement d’une protéine à 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 l’évolu-

tion des ensembles conformationnels à travers un "puits". La largeur permet de quantifier

l’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 l’évolution

vers l’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, où chaque nœud correspond à 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 l’état natif.

La théorie du paysage énergétique permet de proposer une solution au paradoxe de Le-

vinthal avec, à 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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1.1.4 Certaines protéines ont besoin d’aide pour leur repliement

et leur assemblage

Le développement des modèles et théories permettant d’expliquer le repliement des pro-

téines a rapidement été suivi, à la fin des années 1980, par la découverte de protéines

qui permettent de modifier les barrières énergétiques décrites précédemment et d’aider au

repliement de protéines. L’intérêt et le rôle de ces protéines, appelées chaperonnes molé-

culaires, ont été énoncés par Pelham (29) puis reformulés par Ellis (30) pour expliquer le

repliement et l’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 à tous les domaines du vivant avec l’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 première

fois en 1989 avec la démonstration du repliement, dépendant de l’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 à des questionnements

quant aux différences de repliement entre les protéines in vitro et in vivo. Il est indéniable

que la protéine dans un tube à essai et celle dans une cellule sont soumises aux mêmes

lois physiques. Cependant, durant les 3.5 derniers milliards d’années, les protéines ont été

soumises à 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

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

Le cytoplasme des cellules est un environnement très encombré :

In vivo, dans le cytoplasme, la concentration en macromolécules est de l’ordre de 200 à

400 mg/mL, et les surfaces autour de la protéine en repliement sont hautement réactive.

L’encombrement et l’influence des interactions protéine-protéine, vont avoir un effet très
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important sur le repliement des protéines (35).

Il est possible de simuler in vitro l’encombrement cellulaire en utilisant des polymères

de haut poids moléculaire. L’analyse du repliement des protéines dans ces conditions a

montré que le pourcentage de repliement est réduit à des valeurs proches de zéro avec,

en parallèle, une très forte augmentation de l’agrégation (36). D’une manière très intéres-

sante, il a été également montré qu’en présence de chaperonnes moléculaires, le repliement

des protéines soumises à un environnement encombré pouvait être rétabli (37, 38).

La synthèse des protéines est un processus lent :

In vivo, les protéines sont synthétisées de manière vectorielle par les ribosomes. Le ca-

nal de sortie du ribosome fait 100 Å de long mais seulement 20 Å de large (39), ce qui

empêche la formation de structures secondaires plus large que des hélices α (40, 41) et

les interactions à longue portée entre deux parties éloignées de la protéine (42). Ainsi,

le repliement de la protéine ne va pouvoir se faire qu’après sa synthèse complète ou par

domaine (± 50-300 résidus) pendant sa synthèse.

Ce modèle de repliement de protéine par domaine a été confirmé par l’observation par

RMN de la synthèse de la chaîne polypeptidique par le ribosome (43). Dans ces expé-

riences, la synthèse d’une protéine a été arrêtée à différents niveaux de sa séquence et

l’étude structurale de ces intermédiaires a permis d’observer la formation de domaines

indépendants.

La traduction étant un phénomène 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 manière

co-traductionnelle avant que la chaîne polypeptidique ne soit entièrement synthétisée pour

éviter les risques de dégradation.

Étude 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 rôle des chaperonnes moléculaires. Celles

ci permettraient la protection des protéines in vivo dans un environnement défavorable à

leur repliement.
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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 être traités dans la partie suivante.

1.2 Le système des chaperonnes moléculaires

1.2.1 Qu’est ce qu’une chaperonne moléculaire ?

Depuis leur "découverte" (29, 30), la description du rôle des chaperonnes moléculaires n’a

cessé d’évoluer et leur rôle est aujourd’hui considéré comme primordiale. Avant de rentrer

plus en détails dans la description de cette classe particulière 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 à cette définition. La plupart sont des protéines de

résistance au stress ou protéines de choc thermique (Heat shock proteins (Hsps)), leur

synthèse 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’après leur masse molécu-

laire : Hsp40s, Hsp60s, Hsp70s, Hsp90s, Hsp100s et les petites Hsps. Mise à part leur rôle

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 aperçu des fonctions des différentes chaperonnes moléculaires

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

répondre au problème du repliement des protéines dans la cellule.
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Famille Organisme Chaperonne Taille Fonctions Ref.

Hsp10 Bactéries
.
Archées
.
Eucaryotes

GroES (c)
.
Préfoldine (c)
.
Préfoldine (c)
HSP10 (m)

(10 kDa)7

.
(15 kDa)6

.
(15 kDa)6

(10 kDa)7

Co-chaperonnes des Hsp60. Elles sont
essentielles pour le fonctionnement de
GroEL et des chaperonines mitochon-
driales.

Hsp40 Bactéries
.
Eucaryotes

DnaJ (c)
.
HSP40 (c)

(40 kDa)4

.
(40 kDa)4

Module l’activité ATPase des Hsp70s
(DnaK et Hsc70/Hsp70) et l’associa-
tion de ces chaperonnes aux protéines
dépliées.

(45)
.
(46)

Hsp60 Bactéries
.
Archées
.
Eucaryotes

GroEL(c)
.
Thermosomes(c)
.
TRiC/CCT (c)
mtHSP60 (m)

(60 kDa)7

.
(60 kDa)7-9

.
(60 kDa)7-9

(60 kDa)7

Repliement des protéines par un mé-
canisme d’encapsulation qui permet de
protéger les protéines.

Hsp70 Bactéries
.
Eucaryotes

DnaK (c)
.
Hsc70, Hsp70 (c)
mtHsp70 (m)

(40 kDa)4

.
(40 kDa)4

(40 kDa)4

Chaperonnes impliquées dans de nom-
breux processus liés au repliement
des protéines comme la prévention de
l’agrégation, l’assemblage et le désas-
semblage de protéines oligomériques.

(47)
.
(48),(49)
(50)

Hsp90 Bactéries
.
Eucaryotes

Hsp90 (c)
.
TRAP1 (c)

(90 kDa)2

.
(90 kDa)2

Repliement des protéines de signalisa-
tion, régulation des récepteurs de sté-
roïdes et des kinases. Transport et re-
pliement des protéines sécrétées.

(51, 52)
.
(53)

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
.
Eucaryotes

ClpA, ClpB (c)
.
Hsp101 (c)

(40 kDa)6

.
(100 kDa)6

Prévention de l’agrégation, désassem-
blage des agrégats et repliement des
protéines dépliées.

(54, 55)
.
(56, 57)

Trigger

Factor

Bactéries Trigger Factor (c) (50 kDa)2 Attachement et repliement des pro-
téines à la sortie du ribosome.

(58, 59)

Associées

au ribo-

some

Archées
.
Eucaryotes

NAC (c)
.
RAC (c)

(14 kDa)4

.
(14 kDa)4

Fonctions similaires au trigger factor
mais aucune homologie de séquence
entre les deux familles de chaperonnes.

(60)

Petite

Hsp

Eucaryotes αβ-Crystalline (c) (15-30
kDa)12-50

Désagrégation dépendante de l’ATP. (61, 62)

Autres Bactéries SecB (c)
Skp (p)

(17 kDa)4

(17 kDa)3

Transport des protéines sécrétées. Re-
pliement des protéines du périplasme et
association du pilus.

(63)
(64)

Autres Eucaryotes Tim9–Tim10 (m) (10 kDa)6 Transfert des protéines dans l’espace
inter-membranaire.

(65, 66)

Insertion

dans la

mem-

brane

Bactéries
.
Eucaryotes

Bam A (c)
.
Tom40 (c)

(88 kDa)
.
(40 kDa)

Chaperonnes impliquées dans la trans-
location ou l’insertion de protéines à
travers la membrane de manière dépen-
dante ou indépendante de l’ATP.

(67)
.
(68)

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 à 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 particulière pour

l’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 à 200 kDa avec Hsp90, Hsp70,

Hsp40 et les co-chaperonnes (70, 71) et d’autre part les grosses chaperonnes d’une taille

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

Les petites chaperonnes ne peuvent pas interagir avec la chaîne complète 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 l’agréga-

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

Les grosses chaperonnes peuvent séquestrer la chaîne polypeptidique complète dans leur

cavité centrale. Cavité où la protéine est protégée de l’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-

traîne de nombreux problèmes pour la cellule. Pour éviter cela, on peut imaginer que les

chaperonnes forment un réseau lors des différentes étapes de la synthèse des protéines au

lieu d’interagir de manière séparée. Dans ce réseau, chaque chaperonne peut transférer la

protéine vers une autre chaperonne, plutôt que de la relâcher dans un environnement fa-

vorisant son agrégation. Des preuves expérimentales allant dans le sens de cette hypothèse

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

1.2.2.4 Évolution 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 à partir de

l’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 à 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 problème pour leur repliement car elles vont se replier

de manière moins efficace et sont exposées plus longtemps lors de leur synthèse par le ribo-

some (78). Des travaux récents suggèrent qu’un des mécanismes permettant le repliement

de ces protéines serait une évolution de l’équilibre entre le repliement post-traductionnel

et le repliement co-traductionnel où un domaine se replie pendant la synthèse 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 à

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 chaîne 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

manière co-traductionnelle et finir de manière post-traductionnelle après 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 intérêt tout

particulier par leur mode d’action qui consiste à interagir avec la chaîne polypeptidique

entière de la protéine cliente en l’encapsulant dans leur cavité à l’opposé de la majorité

des chaperonnes qui vont interagir avec une partie réduite de la chaîne polypeptidique de

la protéine cliente.

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

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

être 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 première 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 à

1000 kDa, composé de 7 à 9 sous unités par anneau (figure 1.8), chaque anneau pouvant

être dans une conformation ouverte ou une conformation fermée. Dans la conformation

fermée, l’anneau forme une cavité où une protéine peut se replier dans un espace isolé de

l’environnement cellulaire. Le passage d’une conformation ouverte à fermée nécessite de

larges changements conformationnels qui sont dépendant de la liaison et l’hydrolyse de

l’ATP.

Elles sont présentes chez tous les organismes qui ont été étudiés (à l’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 l’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 l’anneau. :

- Pour les chaperonines du groupe I, c’est une co-chaperone (Hsp10) 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

très importante comme on peut l’observer dans la figure 1.8.
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1.3.2 Chaperonine du groupe I

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 anneaux (82, 83). Il contient également un site de liaison

au nucléotide dans sa partie supérieure (83).

- Le domaine intermédiaire agit comme une charnière 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 l’interaction avec des protéines dépliées grâce à 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 à

la conformation fermée entraîne une augmentation de la taille de la cavité. Celle-ci permet

de former un environnement isolé où 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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1.3.2.2 Cycle fonctionnel des chaperonines du groupe I

Le cycle fonctionnel de GroEL est dépendant de la liaison et l’hydrolyse de l’ATP qui vont

permettre de nombreux changements conformationnels et la liaison de GroES (86, 87). Les

différentes étapes du cycle vont également être régulées par des phénomènes d’allostéries

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

Les étapes de ce cycle ont été étudiées en détails durant les deux dernières décennies.

Cependant, un débat existe quant à 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 modèle classique "bullet cycle", puis nous discuterons

des différences avec le second modèle "football cycle". En plus des références citées dans

le texte, la description du modèle "bullet cycle" va principalement se baser sur les publi-

cations (91, 92, 93, 94, 95) et la description du modèle "football cycle" sur les publications

(96, 97, 98, 99).

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

(1) Liaison de l’ATP et de la protéine cliente à un des anneaux de GroEL.

Au début du cycle fonctionnel une protéine dépliée se lie à GroEL (100). Ensuite la liaison

de l’ATP va entraîner 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 même anneau, anneau actif (appelé CIS), va également conduire

à une surélévation et une rotation du domaine apical qui passe dans une position où 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 l’anneau dans la conformation fermée

mais également entraîner une rotation de 120 dégrées du domaine apical. Après la liaison

de GroES, les sites d’interactions avec la protéine cliente vont être masqués et la protéine

cliente va être encapsulée dans la cavité (104).

(3) Repliement de la protéine cliente.

La protéine cliente encapsulée dans la cavité de l’anneau CIS va ensuite pouvoir se replier

dans un environnement protégé. Environ 6 secondes après l’association avec GroES, l’ATP

va être hydrolysé. Le passage de l’anneau CIS dans un état lié à l’ADP va avoir pour effet
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formation d’un complexe symétrique est possible malgré les données montrant une allos-

térie négative sans protéine cliente.

Les deux modèles sont supportés par un ensemble de données structurales, biochimiques

et fonctionnelles, et il n’est pas possible en l’état actuel des connaissances de trancher

en faveur d’un de l’un ou de l’autre. Il est possible d’émettre l’hypothèse que le modèle

"football cycle" correspondrait donc au cycle fonctionnel avec une protéine cliente et le

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

1.3.2.3 Modèles 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 être également intéressant

de présenter les différents modèles qui permettent d’expliquer le repliement de la protéine

cliente par GroEL. Quatre modèles 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.

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

Le modèle de la cage passive, appelé modèle de la "cage d’Anfinsen", propose que la

protéine se replie dans la cavité avec la même cinétique qu’en solution à une dilution

"infinie", sans possibilité d’agrégation (107, 111). Ce modèle est le premier à avoir été

proposé pour le repliement de protéine par des chaperonines. Cependant, plusieurs don-

nées sont en défaveur de ce modèle. En particulier, le fait qu’il a été possible d’observer

l’accélération du repliement de protéine par GroEL/ES (101).

Modèle de repliement itératif (Modèle du repliement forcé) (figure 1.12(b)) :

Certaines protéines peuvent être piégées dans des états correspondant à un repliement

incorrect. Dans ce modèle, la liaison de l’ATP à GroEL va permettre de forcer mécani-

quement le dépliement de la protéine cliente (101). Ainsi, GroEL pourrait donner une

nouvelle chance à la protéine en la ramenant vers un niveau plus élevé du paysage énergé-

tique. Une autre caractéristique de ce modèle est qu’après chaque cycle de repliement, la

protéine peut être soit être relâchée à l’extérieur de la chaperonine ou bien re-encapsulée

dans la cavité pour subir un nouveau cycle de repliement.
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Modèle du repliement itératif stationnaire (figure 1.12(c)) :

Il a été montré que plusieurs protéines d’une taille supérieure à celle de la cavité peuvent

être 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 à

l’anneau CIS de GroEL ce qui va permettre sa protection contre l’agrégation. Dans ce

modèle, la liaison de GroES/ATP à l’anneau TRANS va entraîner des modifications qui

conduisent à 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 où la protéine

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

Modèle de la cage active (figure 1.12(d)) :

Dans ce modèle, la cavité contribue "activement" au processus de repliement. Cette contri-

bution a pu être 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 cœur hydrophobe des intermédiaires de repliement de la protéine. Ce modèle 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 à un volume très réduit par rapport à 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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1.3.3 Chaperonine du groupe II

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 (CCTα-1, CCTβ-2, CCTγ-3, CCTδ-4, CCTǫ-5, CCTζ-6,

CCTη-7 and CCTθ-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

à la conformation fermée permet la formation d’un environnement isolé où 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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Liaison de l’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 à l’ADP. Ces

deux formes correspondent à une conformation ouverte. Ces données laissent penser que

la libération du phosphate γ de l’ATP serait responsable du passage dans la conformation

ouverte (135, 136, 137, 138, 139, 140).

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

L’incubation d’une chaperonine du groupe II avec un analogue de l’état de transition

entraîne le passage dans la conformation fermée (141, 142). Cependant, il est difficile de

dire si c’est l’état de transition de l’hydrolyse de l’ATP ou la présence du phosphate γ qui

sont responsables du passage à la conformation fermée.

Liaison d’un analogue non hydrolysable de l’ATP :

L’AppNHp permet de simuler la liaison de l’ATP avant qu’il ne soit hydrolysé. C’est en

grande partie les études utilisant cet analogue qui ont conduit à la controverse quant

au mécanisme de fermeture de l’anneau. Effectivement, certaines études concluent à la

fermeture de l’anneau par l’interaction avec l’AppNHp (131, 133, 139, 140) alors que

d’autres études à l’inverse on montré que l’AppNHp ne permet pas la fermeture de l’an-

neau (138, 141).

Une explication pour ces résultats contradictoires pourrait être que le mécanisme de ferme-

ture serait différent pour les chaperonines du groupe II de différentes espèces. Le tableau

1.4 résume pour différentes chaperonines du groupe II les publications favorables à un

mécanisme de fermeture par liaison de l’ATP et celle favorables à un mécanisme de fer-

meture par hydrolyse de l’ATP.

Chaperonine Liaison de l’ATP Hydrolyse de l’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 être trouvée. Seul les chaperonines ayant

fait l’objet de plus de cinq études sont présentées dans le tableau. (a) chaperonine d’archée,

(e) chaperonine d’eucaryote
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Les données publiées sur les chaperonines de Thermococcus Strain KS-1 et de Thermo-

plama Acidophilum qui concluent à deux mécanismes opposés semble confirmer l’hypo-

thèse que le mécanisme de fermeture serait dépendant de l’espèce étudiée.

Les données publiées sur la chaperonine CCT concluent de façon contradictoire quant aux

mécanismes de fermeture. On notera cependant qu’aucune publication récente ne semble

confirmer le mécanisme de fermeture par la liaison de l’ATP pour cette chaperonine. De

plus, la complexité de l’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 II

Le modèle du cycle fonctionnel des chaperonines du groupe II va être présenté en pre-

nant en compte les deux hypothèses sur la fermeture des anneaux. Nous allons également

considérer qu’après la fermeture de l’anneau les autres étapes du cycle vont pouvoir être

décrites de manière similaire.

Le cycle fonctionnel est décrit avec un complexe asymétrique, où les anneaux replient une

protéine de manière alternée, par analogie avec le modèle "bullet cycle" du cycle fonc-

tionnel de GroEL. Cette description s’appuie également sur l’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 l’ATP et de la protéine dépliée à un des anneaux :

Le cycle commence par l’attachement d’une protéine dépliée au domaine apical et la liai-

son de l’ATP à un anneau qui devient l’anneau actif.

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

Comme indiqué précédemment, la fermeture de l’anneau pourrait être soit dû à la liaison

de l’ATP soit à 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 l’ATP,

les interactions entre les hélices de protrusions vont participer à la fermeture de l’anneau

et à la stabilisation de la conformation fermée.
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Composition en acides aminés de la cavité des chaperonines :

Comme cela a déjà été discuté pour GroEL, la composition en acides aminés de la ca-

vité joue un rôle très important dans le repliement des protéines. Il va être 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 possèdent 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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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 très

diversifiés et vont agir comme des barrières stériques non spécifique qui permettent de

"solubiliser" la protéine dépliée en la protégeant de l’agrégation.

Interactions entre les préfoldines et les chaperonines :

Le modèle de l’interaction entre les préfoldines et les chaperonines a été déterminés à

partir de données structurales (169) et biochimiques (170, 171). Dans ce modèle 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 bêta de la préfoldine avec deux sous

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

Le modèle du repliement d’une protéine par l’interaction entre une chaperonine et une

préfoldine est présenté dans la figure 1.20. Il peut être divisé en trois étapes :

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

(2) Fixation du complexe [préfoldine-protéine dépliée] à la partie supérieure d’un des an-

neaux de la chaperonine.

(3) Libération de la protéine dépliée dans l’anneau de la chaperonine et séparation de la

préfoldine.
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1.4 Les chaperonines d’archée comme modèle des cha-

peronines du groupe II

1.4.1 Les archées

Jusqu’au milieu des années 70, la classification des êtres vivants était séparée en 5 règnes :

monères (Procaryotes), protistes (Eucaryotes unicellulaires), plantes (Eucaryotes pluri-

cellulaires photosynthétiques), mycètes (Champignons) (Eucaryotes pluricellulaires non-

photosynthétiques) et animaux (Eucaryotes pluricellulaires hétérotrophes). Dans cette

classification, les bactéries et les archées étaient regroupés sous le règne des monères par

leur manque de ressemblance avec les cellules eucaryotes.

Le développement du séquençage ADN, au milieu des années 80, révolutionna la clas-

sification des êtres vivants en passant d’une classification traditionnelle basée sur des

caractéristiques phénotypiques à une classification des caractéristiques phylogénétiques à

l’échelle moléculaire. En 1990, Woese introduit un nouveau taxon le "domaine" situé au

dessus du règne 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-

culièrement intéressante comme modèle pour étudier des mécanismes complexes qu’elles

partagent avec les eucaryotes. On citera, par exemple, l’étude de la réplication de l’ADN

(173) où l’utilisation de modèles 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 première 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 modèles plus simples pour comprendre le fonctionnement des chape-

ronines eucaryotes :

Les chaperonines du groupe I ont été étudiées intensivement durant les vingt dernières

années alors que les chaperonines du groupe II sont beaucoup moins bien connues. Les

chaperonines d’archée sont un excellent modèle 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 être beaucoup plus simple de sur-exprimer les chaperonines d’ar-

chée recombinantes chez E. coli. Cette caractéristique est particulièrement importante

pour l’étude des chaperonines par RMN où 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 à 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 être possible d’étudier ces

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

La variation de l’activité (tableau 1.5) avec la température va également permettre d’ajus-

ter l’activité des thermosomes très 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 l’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 l’étude par RMN des chaperonines. Cela va permettre de diminuer le τc 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

extrêmes :

Les archées hyper-thermophiles par leurs conditions de développement sont des organismes

vivants dans des conditions extrêmes. Comment ces organismes arrivent à se développer

dans ces conditions qui peuvent profondément affecter le repliement des protéines est une

question très 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 à 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

(État 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 α : 38.4 α : 70◦C 8 (Hétéro) (178)
β : 72 β : > 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 Pernix 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 l’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

particulièrement adaptée pour étudier des phénomènes biologiques de l’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 à 5 cycles fonctionnels par minute soit un nombre d’événement

par minute compatible avec l’échelle de temps observable par RMN. D’une manière simi-

laire aux chaperonines eucaryotes, PhCpn est composé de huit sous-unités par anneau ce

qui en fait un bon modèle fonctionnel et c’est un homo-oligomère ce qui va faciliter son

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

grâce 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 grâce à des clichés de microscopie électronique

(181). Par conséquent, il a été nécessaire d’utiliser une modélisation par homologie pour

obtenir des modèles 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 à 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 à la résolution de 8 à 10 Å. Parmi les structures avec une conformation

ouverte la structure du thermosome de Methanococcus maripaludis (code PDB : 3IZH)

qui présente 68 % d’identité de séquence a été utilisée pour la modélisation de la confor-

mation ouverte de PhCpn.

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

disponibles en annexe (annexe 1).
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Chapitre 2

Développements méthodologiques pour

l’étude d’une machinerie de 1 MDa

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

moléculaire

2.1.1 Les groupements méthyles comme sonde pour la RMN

Cette partie va apporter un bref aperçu des méthodes et applications du marquage de

méthyles pour l’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 à diffé-

rentes revues (187, 188).

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

être principalement limitée pour trois raisons :

(1) L’augmentation du nombre de signaux, de manière proportionnelle à la longueur de

la séquence de la protéine, va augmenter le nombre de recouvrements possibles. Cela va

rendre très complexe l’analyse des spectres RMN.

(2) L’augmentation de la taille des particules étudiées va entraîner une augmentation du

τc des particules. Le τc étant directement lié à la relaxation transversale du signal RMN,

son augmentation va causer un élargissement des signaux.

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

nuer la sensibilité des expériences RMN jusqu’à une disparition complète des signaux.
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2. DÉVELOPPEMENTS MÉTHODOLOGIQUES POUR L’ÉTUDE D’UNE
MACHINERIE DE 1 MDA

Une solution permettant de compenser les effets des points (2) et (3) est l’utilisation de

protéines issues d’organismes thermophiles ou hyper-thermophiles. Ces protéines pouvant

être analysées à des températures plus élevées, il va être possible de diminuer leur τc en

augmentant la température. Cela va permettre de compenser l’effet d’élargissement de

largeur de raie des signaux.

Cependant, l’augmentation de la température ne va avoir qu’un effet limité pour les as-

semblage de haut poids moléculaire et n’est pas applicable à la plupart des protéines qui

sont sensibles à la température. Par conséquent, il est nécessaire de diminuer l’élargisse-

ment des signaux par une autre méthode.

La principale source principale d’élargissement des signaux RMN est les interactions di-

polaires entre protons (1H-1H). La production de protéines en milieu totalement deutéré,

avec ré-introduction post-expression des protons labiles (NH, OH, NH2, . . . ), permet une

diminution de la densité de protons dans la protéine d’un facteur cinq. 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 1H-1H

par des interactions 1H-2H, environ 45 fois plus faibles. Il en résulte une réduction im-

portante des phénomènes 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 être

trop élevé pour l’étude de protéines ou d’assemblages de plus de 100 kDa. Une solution

permettant de dépasser cette limite est l’utilisation de protonation spécifique des groupe-

ments méthyles (-CH3) dans une protéine deutérée (189). Avec une protonation spécifique

des groupements méthyles, il est possible de diminuer le pourcentage de protonation à

environ 1 à 5%, ce qui rend possible l’étude de complexes de plusieurs centaines de kDa.

2.1.2 Intérêt 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 très rapi-

dement autour de l’axe du méthyle (ps), ce qui confère à ce groupement des vitesses de

relaxation transversale et longitudinale plus favorables que celles des autres protons de la

protéine. Ces propriétés de relaxation combinées à la présence de trois protons équivalents
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2.1 La RMN pour l’étude des assemblages de haut poids moléculaire

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

une expérience TROSY(13CH3) sera ainsi environ 10 à 18 fois plus sensible qu’une expé-

rience TROSY(15NH) (190).

Les acides aminés avec un groupement méthyle correspondent à environ 30% des résidus

d’une protéine monomérique et jusqu’à 50% des résidus présents dans le corps hydrophobe

d’une protéine (191). Pour des protéines oligomériques, des valeurs similaires ont pu être

observées avec une augmentation de la proportion de ces acides aminés dans les interfaces

entre les sous-unités (192).

Même 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 (≈ 300 kDa) (193), protéasome (≈ 700 kDa) (194), SecA

(≈ 250 kDa) (195), TET2 (≈ 500 kDa) (196)).

2.1.3 Méthodes pour le marquage des groupements méthyles

Le marquage des groupements méthyles d’une protéine doit permettre d’obtenir une deu-

tération supérieure à 98% de la protéine, tout en re-introduisant spécifiquement une pro-

tonation et un marquage 13C des groupements méthyles sélectionnés à plus de 95-98%.

La production de protéines marquées spécifiquement sur les groupements méthyles est

réalisée en milieu minimum M9 (2H2O) avec pour seule source de carbone du glucose

deutéré. Le marquage est obtenu par l’ajout dans le milieu de culture d’un précurseur

métabolique de l’acide aminé ou directement de l’acide aminé marqué afin de saturer sa

voie de biosynthèse (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 à la fin d’une voie de biosynthèse ir-

réversible, son incorporation va s’accompagner de fuites métaboliques vers d’autres acides

aminés D’un manière équivalente, des métabolites deutérés issus du métabolisme de la

bactérie peuvent diluer le marquage d’un acide aminé.
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2.1 La RMN pour l’étude des assemblages de haut poids moléculaire

Durant les vingt dernières 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 Cβ L-Alanine (188, 197, 198, 199)
Isoleucine Cδ1 α-cétobutyrate (189)

Cδ1 2-(S)-hydroxy-2-éthyl-3-cétobutyrate (199)
Cγ2 2-Hydroxy-2-éthyl-3-cétobutyrate (200, 201)

Méthionine Cǫ L-Méthionine (195)
Cǫ 4-Méhyl-thio-2-cétobutyrate (202)

Thréonine Cγ2 L-Thréonine (203)
Valine/Leucine proR et proS α-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

Même 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

à 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 manière simultanée le

groupement méthyle de différents acide aminés.

En théorie, de nombreuses combinaisons de marquage de groupement méthyle sont pos-

sibles mais différents critères doivent être 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 fenêtre spec-

trale assez restreinte des spectres 2D (1H,13C) 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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Différents marquages des groupements méthyles publiées dans la littérature ont été testés

pour PhCpn, dans sa forme native, et les spectres 2D (1H,13C) HMQC correspondant sont

présentés avec la figure 2.3.

Méthionine : Le marquage du groupement méthyle des méthionines donne un spectre

avec très 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 (1H,13C) HMQC pour l’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 très réduite et serait préjudiciable pour l’utilisation

de ce marquage pour l’étude de PhCpn.

Valine et Leucine : Le protocole standard de marquage avec de l’α-cétobutyrate conduit

au marquage des deux acides aminés et des deux groupements méthyles de chacun des

acides aminés (186 signaux). Le spectre correspondant à ce marquage ne permet d’ob-

server que très peu de signaux isolés et il ne pourra pas être utilisé pour l’étude de PhCpn.

Isoleucine : Le marquage du groupement méthyle δ1 des isoleucines donne un spectre

avec environ 15 signaux isolés pour 52 résidus. Par conséquent, malgré la dynamique favo-

rable du groupement méthyle δ1 des isoleucines, les très nombreux recouvrements rendent

peu intéressante l’utilisation de ce marquage pour l’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 l’étude de PhCpn.

Parmi les quatre marquages testés, seul celui du groupement méthyle des méthionines

semble favorable pour l’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 monomère. Ces

sondes devraient donc permettre d’obtenir un bon aperçu des changements conformation-

nels. Cependant, pour des études plus détaillées, il pourrait être intéressant d’avoir un
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2.2 Test de différents marquages de méthyles sur PhCpn

nombre plus important de sondes de l’état structural de PhCpn. Aucun des autres mar-

quages présentés ci-dessus ne semble être utilisable, avec les protocoles standards, pour

permettre cela.

Le nombre de signaux des marquages isoleucines et alanines étant proportionnel au nombre

de ces résidus, il n’est pas possible d’envisager de solution pour diminuer les recouvrements

pour ces deux marquages. A l’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 être

divisé respectivement par deux et par quatre avec une diminution 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 l’α-

cétoisovalérate marqué sur ces deux groupements méthyles [13CH3] 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 à des très

fortes interactions dipolaires 1H–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 l’effet des interactions dipolaires, Tugarinov et al. (190) ont développé un

protocole avec de l’α-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 à 50% de chacun des groupements méthyles d’un résidu. Malgré cette réduction

de 50% du pourcentage de résidus marqués, l’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 à 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

entraîner de nombreux recouvrements entre les signaux. Ces recouvrements vont rendre
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2. DÉVELOPPEMENTS MÉTHODOLOGIQUES POUR L’ÉTUDE D’UNE
MACHINERIE DE 1 MDA

2.2.1.1 Article I : Specific labeling and assignment strategies of valine methyl

groups for NMR studies of high molecular weight proteins.

L’article présentant le développement du marquage résidu et stéréo-spécifique des valines

est inséré dans le texte ci dessous. Les expériences permettant ces différents développe-

ments et l’application de ce marquage n’ont pas été réalisé avec PhCpn mais sur TET2

qui est un assemblage de haut poids moléculaire utilisé comme protéine modèle dans notre

équipe.

"Mas, G., Crublet, E., Hamelin, O., Gans, P., and Boisbouvier, J. (2013). Specific labe-

ling and assignment strategies of valine methyl groups for NMR studies of high molecular

weight proteins. Journal of Biomolecular NMR 57, 251–262. DOI 10.1007/s10858-013-

9785-z"
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➱➴➮➹✃➶➾ ❐❒➚➹❮❰ÏÐ❰ÏÏÑÒ➷❰ÏÓÔÓÕÏ❰ÖÕ×ÑÓÔÕØÙ ✃➚➪➮➱➹➪➷ ➷ÚÛÛ➶➾Ü➾➪➮➱➴Ý
Ü➱➮➾➴➹➱➶Þ ß➽➹✃➽ ➹➷ ➱➘➱➹➶➱à➶➾ ➮➚ ➱Ú➮➽➚➴➹Ø➾❒ Ú➷➾➴➷Ð

áâ ❄❅❃ ã äâ å✽✯✼✰✧✸ ã æâ á❅✿❃ ã ✮â ❂❋✩❃✼❋✯✪✩✧✽ çèé
ê✿❃✸✩✸✯✸ ✫✧ ❂✩❋✰❋❀✩✧ ✺✸✽✯★✸✯✽❅✰✧ çê❂✺éë ì✿✩✪â á✽✧✿❋✼✰✧ ✵✰✶✧❃ë
✹ ✽✯✧ ✮✯✰✧❃ í❋✽❋î✩✸ïë ✭ð✲✷ñ á✽✧✿❋✼✰✧ë å✧✫✧ò ✳ë ó✽❅✿★✧
✧ô✻❅✩✰✬ õ✧✽❋✻✧â✼❋✩❃✼❋✯✪✩✧✽÷✩✼❃âø✽

áâ ❄❅❃ ã äâ å✽✯✼✰✧✸ ã ùâ í❅✻✧✰✩✿ ã æâ á❅✿❃ ã ✮â ❂❋✩❃✼❋✯✪✩✧✽
åú❘✺ë ✭ð✲✷ñ á✽✧✿❋✼✰✧ë ó✽❅✿★✧

áâ ❄❅❃ ã äâ å✽✯✼✰✧✸ ã ùâ í❅✻✧✰✩✿ ã æâ á❅✿❃ ã ✮â ❂❋✩❃✼❋✯✪✩✧✽
åä✵ë ❉✺ûë ✭ð✲✷ñ á✽✧✿❋✼✰✧ë ó✽❅✿★✧

ùâ í❅✻✧✰✩✿
å■✧✻✩❃✸✽✱ ❅✿✫ ❂✩❋✰❋❀✱ ❋ø ❄✧✸❅✰❃ ü❅✼❋✽❅✸❋✽✱ë ì✿✩✪â á✽✧✿❋✼✰✧
✵✰✶✧❃ë ✭ð✲✷ñ á✽✧✿❋✼✰✧ë ó✽❅✿★✧

ý þ

✮ ❂✩❋✻❋✰ ú❄❘
❉ùê ✳✲â✳✲✲ñ✴❃✳✲ðÿðô✲✳✭ô✶ñðÿôï
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❡❛❡✂✲✖✤❈❂✮ ✙✂✄✂ ♦❧❡❛�✟✂☛ ✏✄♦♠ ◆▼❘✲❇�♦ ✭✙✙✙☎✟♠✄✲❧�♦☎

✑♦♠✮☎ ✷✲❍☞☛✄♦♣☞✲✷✲❬✖✤❈✥♠✂❡t☞✁✲✛✲♦♣♦✲★s★s★✲❡✄�✲❬✜❍✥s❬✛s

★✲☛�✲
✖✤

❈✥❧❣❡❛✟♦❛❡✂ ✭✞✄♦✲❨ ❛✑✂❡♦✁❛✑❡❛❡✂✲
✖✤

❈✤✮ ✙❛✡ ♠❛☛✂

❛✡ ☛✂✡✑✄�❧✂☛ ✞✄✂✍�♦❣✡✁☞ ✭✗❛✟✡ ✂❡ ❛✁☎ ✷✆✶✆✮ ❣✡�✟✠ ✂❡t☞✁

❬✛s★✲✖✤❈✜✥✲✛✲♦♣♦❧❣❡❛✟♦❛❡✂ ❛✟☛ ✖✤❈❍✤■ ✭❙�✠♠❛✲❆✁☛✄�✑t✮☎

❖✞❡�♠�②❛❡�♦✟ ♦✏ ❡t✂ �✟✑♦✄✞♦✄❛❡�♦✟ ♦✏ ✁✂❣✑�✟✂

�✟❡♦ ♦✍✂✄✂♣✞✄✂✡✡✂☛ ✞✄♦❡✂�✟

✒t✂ �✟�❡�❛✁ ✂♣✞✂✄�♠✂✟❡✡ ❡♦ ☛✂❡✂✄♠�✟✂ ❡t✂ ✁✂✍✂✁ ♦✏ ✁✂❣✑�✟✂

�✟✑♦✄✞♦✄❛❡�♦✟ �✟❡♦ ♦✍✂✄✂♣✞✄✂✡✡✂☛ ✞✄♦❡✂�✟✡ ✙✂✄✂ ✞✂✄✏♦✄♠✂☛

❣✡�✟✠ ❣❧�✣❣�❡�✟ ❛✡ ❛ ♠♦☛✂✁ ✡☞✡❡✂♠☎ ❊❃❄❅❉●✐❄❅✐❏ ❄◗❯✐

❇▲✷✶✭✧❚✛✮ ✑✂✁✁✡ ✙✂✄✂ ❡✄❛✟✡✏♦✄♠✂☛ ✙�❡t ❛ ✞❚✒★✶✑ ✞✁❛✡♠�☛

✑❛✄✄☞�✟✠ ❡t✂ t❣♠❛✟ ❍�✡✲❡❛✠✠✂☛ ❣❧�✣❣�❡�✟ ✭✞❚✒★✶✑✲❍�✡✲

❱❧�✮ ✠✂✟✂s ❛✟☛ ❡t✂ ❡✄❛✟✡✏♦✄♠❛✟❡✡ ✙✂✄✂ ✠✄♦✙✟ �✟ ▼✘✴✧✜❖

♠✂☛�❣♠ ✑♦✟❡❛�✟�✟✠ ✶ ✠✴▲ ✖❳◆✧❂❈✁ ❛✟☛ ✷ ✠✴▲ ❩✲✠✁❣✑♦✡✂✲☛❭☎

❲t✂✟ ❡t✂ ♦✞❡�✑❛✁ ☛✂✟✡�❡☞ ✭❖☎✧☎✮ ❛❡ ✓✆✆ ✟♠ ✄✂❛✑t✂☛ ✆☎✝s ❛

✡♦✁❣❡�♦✟ ✑♦✟❡❛�✟�✟✠ ❡t✂ ✁❛❧✂✁✂☛ ❛✑✂❡♦✁❛✑❡❛❡✂ ✞✄✂✑❣✄✡♦✄✡ ❛✟☛

❡t✂ ✟♦✟✲✁❛❧✂✁✂☛ ✯✲✁✂❣✑�✟✂ ✙❛✡ ❛☛☛✂☛☎ ❆✏❡✂✄ ❛✟ ❛☛☛�❡�♦✟❛✁

✶ ts ✞✄♦❡✂�✟ ✂♣✞✄✂✡✡�♦✟ ✙❛✡ �✟☛❣✑✂☛ ❧☞ ❡t✂ ❛☛☛�❡�♦✟ ♦✏

❪ ❫❴❵❢❵❤ ❥❦♥

q r

2. DÉVELOPPEMENTS MÉTHODOLOGIQUES POUR L’ÉTUDE D’UNE
MACHINERIE DE 1 MDA
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■�✁✂ t✄ ❛ Þ♥❛❧ ❝✄♥❝☎♥t✆❛t✝✄♥ ✄♦ ✶ ♠✞✟ ✁❚☎ ✝♥✐✠❝☎✐ ❝✠❧✡

t✠✆☎ ✇❛☛ ❣✆✄✇♥ ♦✄✆ ✸ ❚ ❛t ✸✼ ☞❈✟ ✁❚☎ ✠✉✝✌✠✝t✝♥ ✇❛☛ t❚☎♥

♣✠✆✝Þ☎✐ ✉❜ ◆✝✍◆✁✎ ✭✏✝❛❣☎♥❡ ❝❚✆✄♠❛t✄❣✆❛♣❚❜ ✝♥ ❛ ☛✝♥❣❧☎

☛t☎♣✟

✁❚☎ ✄♣t✝♠❛❧ ✌✠❛♥t✝t❜ ✄♦ ▲✡❧☎✠❝✝♥☎ ✆☎✌✠✝✆☎✐ t✄ ❛❝❚✝☎✑☎

♥☎❛✆ ❝✄♠♣❧☎t☎ ✝♥❝✄✆♣✄✆❛t✝✄♥ ✝♥t✄ t❚☎ ✄✑☎✆☎✒♣✆☎☛☛☎✐ ♣✆✄t☎✝♥

✇❛☛ ❛☛☛☎☛☛☎✐ ✝♥ ❛ ☛☎✆✝☎☛ ✄♦ ❝✠❧t✠✆☎☛ ✭✓✔ ♠✕ ☎❛❝❚❡ ✝♥ ✇❚✝❝❚

✐✝♦♦☎✆☎♥t ❛♠✄✠♥t☛ ✄♦ ♥✄♥✡❧❛✉☎❧☎✐ ▲✡❧☎✠❝✝♥☎ ✇☎✆☎ ❛✐✐☎✐ ✶ ❚

♣✆✝✄✆ t✄ ✝♥✐✠❝t✝✄♥ t✄ Þ♥❛❧ ❝✄♥❝☎♥t✆❛t✝✄♥☛ ✄♦ ✔✵ ✓✵ ✶✔✵ ✶✓✵ ✷✔

❛♥✐ ✻✔ ♠❣✖✕ ✝♥ ❛✐✐✝t✝✄♥ t✄ ❛ ☛❛t✠✆❛t✝♥❣ ✌✠❛♥t✝t❜ ✄♦ t❚☎

❧☎✠❝✝♥☎ ❛♥✐ ✑❛❧✝♥☎ ♣✆☎❝✠✆☛✄✆ ♣✆✄✡❙ ❛❝☎t✄❧❛❝t❛t☎✡✗✘❈ ✭Þ♥❛❧

❝✄♥❝☎♥t✆❛t✝✄♥ ✄♦ ✸✔✔ ♠❣✖✕❡✟ ▲✡♠☎t❚✝✄♥✝♥☎ ✭♠☎t❚❜❧✡✗✘❈❡

✭✙✝❣♠❛✡✎❧✐✆✝❝❚❡ ❛t ✶✷✓ ♠❣✖✕ ✇❛☛ ✠☛☎✐ ❛☛ ❛♥ ✝♥t☎✆♥❛❧ ✆☎♦✡

☎✆☎♥❝☎✟ ✁❚☎ ❧☎✑☎❧ ✄♦ t❚☎ ♥✄♥✡❧❛✉☎❧☎✐ ▲✡❧☎✠❝✝♥☎ ✝♥❝✄✆♣✄✆❛✡

t✝✄♥ ✝♥t✄ t❚☎ ♣✠✆✝Þ☎✐ ♣✆✄t☎✝♥ ✇❛☛ ♠✄♥✝t✄✆☎✐ ✠☛✝♥❣ ❛ ✗✘❈✡

❍✙✏❈ ☎✒♣☎✆✝♠☎♥t ✭Þ❣✠✆☎ ✙✟✶❡✟ ❲❚☎♥ ✠♥❧❛✉☎❧☎✐ ❧☎✠❝✝♥☎ ✝☛

✝♥❝✄✆♣✄✆❛t☎✐ ✝♥t✄ t❚☎ ✄✑☎✆☎✒♣✆☎☛☛☎✐ ♣✆✄t☎✝♥✵ t❚☎ ❧☎✠❝✝♥☎✡

❬✗✘❈❍✘❪
✚✛✜✢✣

✆☎☛✝✐✠☎☛ ❛✆☎ ✆☎♣❧❛❝☎✐ ✉❜ ✠♥❧❛✉☎❧☎✐ ❛♠✝♥✄

❛❝✝✐☛✟ ✁❚☎ ✌✠❛♥t✝Þ❝❛t✝✄♥ ✇❛☛ ♣☎✆♦✄✆♠☎✐ ✉❜ ❝✄♠♣❛✆✝♥❣ t❚☎

✑✄❧✠♠☎ ✄♦ t❚☎ ❧☎✠❝✝♥☎ ♣✆✄✡❙ ♠☎t❚❜❧ ❣✆✄✠♣ ☛✝❣♥❛❧☛ t✄ t❚☎

♠☎t❚✝✄♥✝♥☎ ♠☎t❚❜❧ ☛✝❣♥❛❧☛ ♦✆✄♠ ✷✤ ✗✘❈✡❍✙✏❈✟

�✆✄✐✠❝t✝✄♥ ❛♥✐ ♣✠✆✝Þ❝❛t✝✄♥ ✄♦ ☛♣☎❝✝Þ❝❛❧❧❜ ♠☎t❚❜❧

❧❛✉☎❧☎✐ ✁✥✁✷

❊s✦❤✧★✩✦❤✩✪ ✦✫✬✩ ❇✕✷✶✡❈✄✐✄♥�❧✠☛✮✭✤✥✸❡✡❘■✕ ❝☎❧❧☛ t✆❛♥☛✡

♦✄✆♠☎✐ ✇✝t❚ ❛ ♣✥✁✡✲✶❝ ♣❧❛☛♠✝✐ ☎♥❝✄✐✝♥❣ ✁✥✁✷ ✇☎✆☎ ♣✆✄✡

❣✆☎☛☛✝✑☎❧❜ ❛✐❛♣t☎✐ ✝♥ t❚✆☎☎ ☛t❛❣☎☛ ✄✑☎✆ ✷✲ ❚ t✄ ✞✾✖✤✯❖

♠☎✐✝✠♠ ❝✄♥t❛✝♥✝♥❣ ✶ ❣✖✕ ✗✰ ◆✤✹❈❧ ❛♥✐ ✷ ❣✖✕ ❉✡❣❧✠❝✄☛☎✡✐✱
✭✙✝❣♠❛✡✎❧✐✆✝❝❚❡✟ ■♥ t❚☎ Þ♥❛❧ ❝✠❧t✠✆☎✵ t❚☎ ✉❛❝t☎✆✝❛ ✇☎✆☎

❣✆✄✇♥ ❛t ✸✼ ☞❈ ✝♥ ✞✾ ♠☎✐✝✠♠ ♣✆☎♣❛✆☎✐ ✇✝t❚ ✾✾✟✽✓ ✳ ✤✯❖

✭✥✠✆✝☛✄t✄♣❡✟ ❲❚☎♥ t❚☎ ❖✟✤✟ ❛t ✻✔✔ ♥♠ ✆☎❛❝❚☎✐ ✔✟✽✵ ❛ ☛✄❧✠✡

t✝✄♥ ❝✄♥t❛✝♥✝♥❣ t❚☎ ❧❛✉☎❧☎✐ ♣✆☎❝✠✆☛✄✆☛ ✇❛☛ ❛✐✐☎✐✟ ✁❚☎ ♣✆☎✡

❝✠✆☛✄✆ ☛✄❧✠t✝✄♥ ❛✐✐☎✐ ♣☎✆ ❧✝t☎✆ ✄♦ ❝✠❧t✠✆☎ ♠☎✐✝✠♠ ❝✄♥t❛✝♥☎✐❞

⑨ ✶✷✓ ♠❣ ✄♦ ✷✡✄✒✄✡✸✡❬✯❍❪✡✸✡❬✯❍✘❪♠☎t❚❜❧✡✲✡❬
✗✘❈❪✡✉✠t✡

❛♥✄❛t☎ ✭✴✡✺☎t✄✝☛✄✑❛❧☎✆❛t☎❡ ♦✄✆ t❚☎ ♣✆✄✐✠❝t✝✄♥ ✄♦ t❚☎

❯✡❬✯❍✵ ✗✰◆✵ ✗✯❈❪✵ ✕☎✠✖✿❛❧✡❬✗✘❈❍✘✖
✗✯❈✤✘❪ ✁✥✁✷ ☛❛♠♣❧☎

✭✁✠❣❛✆✝♥✄✑ ☎t ❛❧✟ ✷✔✔✻❡✟

⑨ ✸✔✔ ♠❣ ✄♦ ✷✡❚❜✐✆✄✒❜✡✷✡❬✗✘❈❪♠☎t❚❜❧✡✸✡✄✒✄✡✲✵✲✵✲✡t✆✝✡

❬✯❍❪✉✠t❛♥✄❛t☎ ✭♣✆✄✡❙ ❛❝☎t✄❧❛❝t❛t☎✡✗✘❈❡ ♦✄✆ t❚☎ ♣✆✄✐✠❝✡

t✝✄♥ ✄♦ t❚☎ ❯✡❬✯❍✵ ✗
✰◆✵ ✗✯❈❪✵ ✕☎✠✖✿❛❧✡❬✗✘❈❍✘❪

✚✛✜✢✣

✁✥✁✷ ☛❛♠♣❧☎ ✭✂❛♥☛ ☎t ❛❧✟ ✷✔✶✔❡✟

⑨ ✸✔✔ ♠❣ ✄♦ ✷✡❚❜✐✆✄✒❜✡✷✡❬✗✘❈❪♠☎t❚❜❧✡✸✡✄✒✄✡✲✵✲✵✲✡t✆✝✡

❬✯❍❪✉✠t❛♥✄❛t☎ ✭♣✆✄✡❙ ❛❝☎t✄❧❛❝t❛t☎✡✗✘❈❡ ❛♥✐ ✲✔ ♠❣ ✄♦

▲✡❧☎✠❝✝♥☎✡✐✗❀ ✭✙✝❣♠❛✡✎❧✐✆✝❝❚❡ ♦✄✆ t❚☎ ♣✆✄✐✠❝t✝✄♥ ✄♦ t❚☎

❯✡❬✯❍✵ ✗✰◆✵ ✗✯❈❪✵ ✿❛❧✡❬✗✘❈❍✘❪
✚✛✜✢✣ ✁✥✁✷ ☛❛♠♣❧☎✟

⑨ ✸✔✔ ♠❣ ✄♦ ✷✡❚❜✐✆✄✒❜✡✷✡❬✗✘❈❪♠☎t❚❜❧✡✸✡✄✒✄✡✲✵✲✵✲✡t✆✝✡

❬✯❍❪✉✠t❛♥✄❛t☎ ✭♣✆✄✡❙ ❛❝☎t✄❧❛❝t❛t☎✡✗✘❈❡ ✇✝t❚ ✲✔ ♠❣ ✄♦

▲✡❧☎✠❝✝♥☎✡✐✗❀ ♦✄❧❧✄✇☎✐ ✉❜ t❚☎ ❛✐✐✝t✝✄♥ ✄♦ ✻✔ ♠❣ ✄♦

✷✡✄✒✄✡✸✡❬✯❍✯❪✡✲✡❬
✗✘❈❪✡✉✠t❛♥✄❛t☎ ✭✴✡✺☎t✄✉✠t❜✆❛t☎❁ ✂❛✆✐✡
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✁❚☎ ❝✄♥☛t✆✠❝t☛ ❝✄♥t❛✝♥✝♥❣ ✑❛❧✝♥☎ t✄ ❛❧❛♥✝♥☎ ☛✝♥❣❧☎ ♣✄✝♥t

♠✠t❛t✝✄♥☛ ✇☎✆☎ ❣☎♥☎✆❛t☎✐ ✉❜ ❛♥ ❛✠t✄♠❛t☎✐ ♠✄❧☎❝✠❧❛✆ ✉✝✄❧✡
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♠☎t❚✄✐ ✭✎♠☎✆✄ ☎t ❛❧✟ ✷✔✶✶❡✟ ✁❚☎ ❧✝✉✆❛✆❜ ✄♦ ♠✠t❛♥t☛ ✇❛☛
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❛t ✲✵✔✔✔ ✆♣♠ ♦✄✆ ✸✔ ♠✝♥✵ t❚☎ ❧❛✉☎❧☎✐ ♣✆✄t☎✝♥☛ ✇☎✆☎ ♣✠✆✝Þ☎✐

✝♥ ♣❛✆❛❧❧☎❧ ♦✆✄♠ ☛✠♣☎✆♥❛t❛♥t ♦✆❛❝t✝✄♥☛ ✠☛✝♥❣ ❛ ✾✻✡✇☎❧❧ Þ❧t☎✆

♣❧❛t☎ ❝✄♥t❛✝♥✝♥❣ ✏✡✙☎♣❚❛✆✄☛☎ ✆☎☛✝♥ ✭✂✥ ❍☎❛❧t❚❝❛✆☎❡✟ ✁❚☎

✁✥✁✷ ♠✠t❛♥t☛ ✇☎✆☎ ✆☎☛✠☛♣☎♥✐☎✐ ✝♥ ✷✔ ♠✞ ✁✆✝☛ ✭♣❍ ✼✟✲

✠♥❝✄✆✆☎❝t☎✐❡ ❛♥✐ ✷✔ ♠✞ ◆❛❈❧ ✭✝♥ ✤✯❖❡ t✄ ❛ Þ♥❛❧ ❝✄♥❝☎♥✡

t✆❛t✝✄♥ ✄♦ ❆✲ ❅✞ ✄♦ ✁✥✁✷ ✐✄✐☎❝❛♠☎✆ ✭❆✓✔ ❅✞ ✄♦
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✸✼ ☞❈ ✄♥ ❛♥ ✎❣✝❧☎♥t ✤✝✆☎❝t✤✆✝✑☎ ☛♣☎❝t✆✄♠☎t☎✆ ✄♣☎✆❛t✝♥❣ ❛t

❋ ●▼P◗P❱ ❳❩❭

❫ ❴

2.2 Test de différents marquages de méthyles sur PhCpn

61



❛ ♣�✁✂✁♦ ❢�✄☎✆✄♦✝② ✁❢ ✻✞✞ ▼✟✠ ✄☎✆❡♣♣✄✡ ✇❡✂☛ ❛ ✝�②✁❝✄♦❡✝

✂�❡♣t✄ �✄r✁♦❛♦✝✄ ♣�✁☞✄ ☛✄❛✡❤ ❆tt ✁❢ ✂☛✄ ◆▼✌ r♣✄✝✂�❛ ❢✁� ✂☛✄

❚✍❚✎ r❛s♣t✄r ✇✄�✄ �✄✝✁�✡✄✡ ❛✂ ✺✞ ✏❈ ✁♦ ❛♦ ❆❝❡t✄♦✂ ❉❡✑

�✄✝✂❉�❡✈✄ r♣✄✝✂�✁s✄✂✄� ✁♣✄�❛✂❡♦❝ ❛✂ ❛ ♣�✁✂✁♦ ❢�✄☎✆✄♦✝② ✁❢

✽✞✞ ▼✟✠ ✄☎✆❡♣♣✄✡ ✇❡✂☛ ❛ ✝�②✁❝✄♦❡✝ ✂�❡♣t✄ �✄r✁♦❛♦✝✄ ♣�✁☞✄

☛✄❛✡❤ ❋✁� ✂☛✄ ❛rr❡❝♦s✄♦✂r ✁❢ ✂☛✄ s✄✂☛②t �✄r✁♦❛♦✝✄r ✆r❡♦❝

✂☛✄ ❙✄❙❆▼ r✂�❛✂✄❝② ✭❆s✄�✁ ✄✂ ❛t❤ ✎✞✷✷✮✒ ✂☛✄ ✡✆�❛✂❡✁♦ ✁❢

✄❛✝☛ ✎❉ ❙✓❋❆❙❚✑s✄✂☛②t✑❚✌✓❙✔ ◆▼✌ ✄✕♣✄�❡s✄♦✂

✭❆s✄�✁ ✄✂ ❛t❤ ✎✞✞✖✮ ✇❛r ❛✡✗✆r✂✄✡ ✡✄♣✄♦✡❡♦❝ ✁♦ ✂☛✄ Þ♦❛t
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✘✞✞ sr ✭✇☛❡✝☛ ✝✁��✄r♣✁♦✡r ✂✁ ✂☛✄ ✁♣✂❡s❛t ◆✓✍ s❡✕❡♦❝ ✂❡s✄

✡✄✂✄�s❡♦✄✡ ❢�✁s ✂☛✄ ☞✆❡t✡✑✆♣ ✁❢ ✂☛✄ ✝�✁rr✑♣✄❛✧ ❡♦✂✄♦r❡✂❡✄r ❡♦

❛ r✄�❡✄r ✁❢ r☛✁�✂ ✎❉ ◆✓✍❙✔ r♣✄✝✂�❛✮❤ ❚☛✄ ✄✕♣✄�❡s✄♦✂ ✇❛r

✝✁tt✄✝✂✄✡ ✇❡✂☛ ✷✎ r✝❛♦r ♣✄� ❡♦✝�✄s✄♦✂ ❛♦✡ ❛ s❛✕❡s✆s

❛✝☎✆❡r❡✂❡✁♦ ✂❡s✄ ✁❢ ✎✞ sr ❡♦ ☞✁✂☛ ✂☛✄ ✶✜❈ ❛♦✡ ✶✟ ❡♦✡❡�✄✝✂

✡❡s✄♦r❡✁♦❤ ❚☛✄ ✸❉ ❈✓❙✔✑☞❛r✄✡ ÔÔ✁✆✂✑❛♦✡✑☞❛✝✧❦❦ ✟❈❈

✭✟❈✭❈✮❈ �✄t❛②✮ ✄✕♣✄�❡s✄♦✂r ✭❚✆❝❛�❡♦✁✈ ❛♦✡ ❑❛② ✎✞✞✸❀

❆②❛t❛ ✄✂ ❛t❤ ✎✞✞✖❀ ❆②❛t❛ ✄✂ ❛t❤ ✎✞✷✎✮ ✇✄�✄ ❛✝☎✆❡�✄✡ ❡♦ ✷✷ ☛

✭✘✘ ☛✮ ✇❡✂☛ ✞❤✺ s▼ ❯✑✲✙✟✒ ✶✚◆✒ ✶✙❈✛✒ ❱❛t✑✲✎✒✸✑✙✟✙❀

✷✒✎✒✸✑✶✜❈✜❀ ✲✶✜❈✶✟✜✛
✢✣✤✥❘✴✲✶✙❈✙✟✜✛

✢✣✤✥✦✛ ❛♦✡ ✞❤✺ s▼ ❯✑✲✙✟✒
✶✚◆✒ ✶✙❈✛✒ ❱❛t✑✲✎✒✸✑✙✟✙❀ ✸✑✶✜❈❀ ✲✶✜❈✙✟✜✛

✢✣✤✥❘✴✲✶✜❈✶✟✜✛
✢✣✤✥✦✛

✭❯✑✲✙✟✒ ✶✚◆✒ ✶✙❈✛✒ ❱❛t✑✲✎✒✸✑✙✟✙❀ ✸✑✶✜❈❀ ✲✶✜❈✙✟✜✛✢✣✤✥❘✴

✲✶✜❈✶✟✜✛
✢✣✤✥✦✛✮ ❚✍❚✎ r❛s♣t✄r✒ ❛♦✡ ✂☛✄ ✄✕♣✄�❡s✄♦✂❛t ✡❛✂❛

✇✄�✄ ✝✁tt✄✝✂✄✡ ✇❡✂☛ ✘ r✝❛♦r ✭✷✻ r✝❛♦r✮ ♣✄� ❡♦✝�✄s✄♦✂ ❛♦✡ ❛

s❛✕❡s✆s ❛✝☎✆❡r❡✂❡✁♦ ✂❡s✄ ✁❢ ✷✷ ❛♦✡ ✷✎ sr ❡♦ ✂☛✄ ✂✇✁

❡♦✡❡�✄✝✂ ✝❛�☞✁♦ ✡❡s✄♦r❡✁♦r❤ ❆tt ✁❢ ✂☛✄ ✡❛✂❛ ✇✄�✄ ♣�✁✝✄rr✄✡

❛♦✡ ❛♦❛t②✠✄✡ ✆r❡♦❝ ♦s�★❡♣✄✴♦s�❉�❛✇ ✭❉✄t❛❝t❡✁ ✄✂ ❛t❤ ✷✖✖✺✮

❛♦✡ ❈❈★◆ r✁❢✂✇❛�✄ ✭❱�❛♦✧✄♦ ✄✂ ❛t❤ ✎✞✞✺✮❤

✩✪✫✬✯✰✫ ✱✳✵ ✵✹✫✼✬✫✫✹✉✳

▲✄✆✝❡♦✄ ❡♦✝✁�♣✁�❛✂❡✁♦

❚☛✄ ✆r✄ ✁❢ �✄❝❡✁r✄t✄✝✂❡✈✄t② t❛☞✄t✄✡ ❛✝✄✂✁t❛✝✂❛✂✄ ❡s♣�✁✈✄r ✂☛✄

☎✆❛t❡✂② ✁❢ r♣✄✝✂�❛ ☞② �✄✡✆✝❡♦❝ ✂☛✄ ♦✆s☞✄� ✁❢ �✄r✁♦❛♦✝✄r ☞② ❛

❢❛✝✂✁� ✁❢ ✂✇✁ ✭●❛♦r ✄✂ ❛t❤ ✎✞✷✞✮❤ ✟✁✇✄✈✄�✒ ❢✁� ☛❡❝☛

s✁t✄✝✆t❛� ✇✄❡❝☛✂ ♣�✁✂✄❡♦r ✝✁♦✂❛❡♦❡♦❝ s❛♦② ✈❛t❡♦✄ ❛♦✡ t✄✆✑

✝❡♦✄ �✄r❡✡✆✄r✒ ❛ ❢✆�✂☛✄� �✄✡✆✝✂❡✁♦ ✁❢ ✁✈✄�t❛♣r ❡r ❛ ♣�✄�✄☎✆❡r❡✂✄

❢✁� ✂☛✄ ✆♦❛s☞❡❝✆✁✆r ❛rr❡❝♦s✄♦✂ ❛♦✡ ❛♦❛t②r❡r ✁❢ ✝✁s♣t✄✕

◆▼✌ r♣✄✝✂�❛❤ ▲✄✆✝❡♦✄ ✝✁✆t✡ ☞✄ ✂☛✄ ✝☛✁❡✝✄ ✝❛♦✡❡✡❛✂✄ ❢✁� ✂☛❡r

r♣✄✝❡Þ✝ t❛☞✄t❡♦❝ ☞✄✝❛✆r✄ ✂☛✄ s✄✂❛☞✁t❡✝ ♣❛✂☛✇❛② ✝✁♦♦✄✝✂❡♦❝

✾✑✧✄✂✁✑❡r✁✈❛t✄�❛✂✄ ✭✂☛✄ ❡ss✄✡❡❛✂✄ ♣�✄✝✆�r✁� ✁❢ ✈❛t❡♦✄✮ ✂✁

▲✄✆✝❡♦✄ ❡r ❡��✄✈✄�r❡☞t✄ ✭❋❡❝❤ ✷❛✮❤ ❚☛✄ ✡❡�✄✝✂ ❛✡✡❡✂❡✁♦ ✁❢

✲✙✟✒✶✜❈✛✑t❛☞✄t✄✡ ✿✑t✄✆✝❡♦✄ ✁� ❡✂r ✝✁��✄r♣✁♦✡❡♦❝ ♣�✄✝✆�r✁�r

✇❡tt ❛tt✁✇ r✄t✄✝✂❡✈✄ t❛☞✄t❡♦❝ ✁❢ ✂☛✄ t✄✆✝❡♦✄r ✇❡✂☛✁✆✂

r✝�❛s☞t❡♦❝ ✂✁ ✂☛✄ ✈❛t❡♦✄r❤ ✌✄✝✄♦✂t②✒ ▲❡✝☛✂✄♦✄✝✧✄� ✄✂ ❛t❤

✭✎✞✷✸✮ ✡✄s✁♦r✂�❛✂✄✡ ✂☛❛✂ ✂☛✄ ❛✡✡❡✂❡✁♦ ✁❢ ✎✑✁✕✁✑✸✑✲✙✟✜✛✑✘✑

✲✙✟✛✑✘✑s✄✂☛②t✲✙✟✜✛✑✺✑✲✶✜❈✛✑♣✄♦✂❛♦✁❛✂✄ ✭✁� ✾✑✧✄✂✁❡r✁✝❛♣�✁✑

❛✂✄✮ ❡♦ ▼✖✴❉✙✓ ✝✆t✂✆�✄ s✄✡❡✆s ✝❛♦ ☞✄ ✆r✄✡ ✂✁ ✡❡�✄✝✂t② t❛☞✄t

✂☛✄ s✄✂☛②t ❝�✁✆♣r ✁❢ t✄✆✝❡♦✄❤ ❋✆�✂☛✄�s✁�✄✒ ✂☛✄ ❛✆✂☛✁�r

�✄♣✁�✂✄✡ ✂☛✄ ♣�✄♣❛�❛✂❡✁♦ ✁❢ ❛ �❛✝✄s❡✝ s❡✕✂✆�✄ ✁❢ ✾✑✧✄✂✁❡✑

r✁✝❛♣�✁❛✂✄ ♣�✄✝✆�r✁�r t✄❛✡❡♦❝ ✂✁ ✂☛✄ ♦✁♦✑r✂✄�✄✁r♣✄✝❡Þ✝

t❛☞✄t❡♦❝ ✁❢ ✄❡✂☛✄� ♣�✁✑❁ ✁� ♣�✁✑❂ s✄✂☛②t ❝�✁✆♣r✒ ✇☛✄�✄ ✂☛✄

✁✝✝✆♣❛♦✝② t✄✈✄t ❢✁� ✄❛✝☛ ♣�✁✝☛❡�❛t r❡✂✄ ✇❛r t❡s❡✂✄✡ ✂✁ ✺✞ ❃❤

❚☛❡r ✡✄✝�✄❛r✄✡ ❡♦✝✁�♣✁�❛✂❡✁♦ �✄✡✆✝✄r ✂☛✄ ❡♦✂✄♦r❡✂❡✄r ✁❢ ✂☛✄

r✂�✆✝✂✆�❛tt② s✄❛♦❡♦❝❢✆t t✁♦❝ �❛♦❝✄ ◆✓✍r ☞② ❛ ❢❛✝✂✁� ✁❢ ✘❤

❇✄✝❛✆r✄ t✄✆✝❡♦✄ ❛♦✡ ✈❛t❡♦✄ �✄r❡✡✆✄r ❛�✄ ✄☎✆❡✈❛t✄♦✂t② ❛☞✆♦✑

✡❛♦✂ ❡♦ ♣�✁✂✄❡♦r✒ ✂☛❡r t❛☞✄t❡♦❝ r✝☛✄s✄ ❢❛❡t✄✡ ✂✁ r❡❝♦❡Þ✝❛♦✂t②

�✄✡✆✝✄ ✂☛✄ r♣✄✝✂�❛t ✁✈✄�t❛♣ ✝✁s♣❛�✄✡ ✂✁ ✂☛✄ r✂✄�✄✁r♣✄✝❡Þ✝

t❛☞✄t❡♦❝ ✁❢ ✈❛t❡♦✄ ❛♦✡ t✄✆✝❡♦✄ �✄r❡✡✆✄r ✆r❡♦❝ ❛✝✄✂✁t❛✝✂❛✂✄

♣�✄✝✆�r✁�r ✭●❛♦r ✄✂ ❛t❤ ✎✞✷✞✮❤ ■♦ ✁✂☛✄� ✇✁�✡r✒ ✂☛✄ ✈❛t❡♦✄

�✄r✁♦❛♦✝✄r r✆♣♣�✄rr✄✡ ☞② ✂☛❡r t❛☞✄t❡♦❝ r✝☛✄s✄ ❛�✄ �✄♣t❛✝✄✡

☞② ❛ r❡s❡t❛� ♦✆s☞✄� ✁❢ t✄✆✝❡♦✄ ♣�✁✑❂ s✄✂☛②t ❝�✁✆♣r ✁✈✄�✑

t❛♣♣❡♦❝ ✇❡✂☛ t✄✆✝❡♦✄ ♣�✁✑❁ �✄r✁♦❛♦✝✄r❤ ❚☛✄�✄❢✁�✄✒ ✡✄✆✂✄�❛✂✄✡

✿✑t✄✆✝❡♦✄ ✭✁� ❡✂r ✝✁��✄r♣✁♦✡❡♦❝ ♣�✄✝✆�r✁�✮ r✂✄�✄✁r♣✄✝❡Þ✝❛tt②

t❛☞✄t✄✡ ✁♦ ❛ r❡♦❝t✄ s✄✂☛②t ❝�✁✆♣ ❡r �✄☎✆❡�✄✡ ❢✁� ✂☛✄ ✁♣✂❡s❛t

❡♦✝✁�♣✁�❛✂❡✁♦ ❛♦✡ ❡s♣�✁✈✄s✄♦✂ ✁❢ ✂☛✄ ◆▼✌ r♣✄✝✂�❛ ✁❢ t❛�❝✄

♣�✁✂✄❡♦r❤ ❙✆✝☛ ❛ ✝✁s♣t✄✕ r✂✄�✄✁r✄t✄✝✂❡✈✄ r②♦✂☛✄r❡r ✁❢ ✿✑

t✄✆✝❡♦✄ ✇❛r Þ�r✂ �✄♣✁�✂✄✡ ☞② ❑❛❡♦✁r☛✁ ✄✂ ❛t❤ ✭✎✞✞✻✮ ❢✁� ✂☛✄

❡♦ ✈❡✂�✁ ♣�✁✡✆✝✂❡✁♦ ✁❢ ❛♦ ✁♣✂❡s❛tt② t❛☞✄t✄✡ ♣�✁✂✄❡♦❤ ❆ r❡s❡t❛�

❛♣♣�✁❛✝☛ ❡r ✡✄r✝�❡☞✄✡ ☞② ✂☛✄ r❛s✄ ❝�✁✆♣ ❡♦ ❛♦ ❛✝✝✁s♣❛✑

♦②❡♦❝ ❛�✂❡✝t✄ ✭▼❡②❛♦✁❡�❡ ✄✂ ❛t❤ ✎✞✷✸✮ �✄❝❛�✡❡♦❝ ✂☛✄ ❡♦ ✈❡✈✁

t❛☞✄t❡♦❝ ✁❢ ✂☛✄ ✈❛t❡♦✄ ❛♦✡ t✄✆✝❡♦✄ ♣�✁✝☛❡�❛t s✄✂☛②t ❝�✁✆♣r ✁❢

▼❛t❛✂✄ ❙②♦✂☛❛r✄ ● ✭▼❙●❀ ✟✁✇❛�✡ ✄✂ ❛t❤ ✎✞✞✞✮ ✁✈✄�✄✕✑

♣�✄rr✄✡ ❡♦ ❊❄ ❅❍❧❏❄

❉✆✄ ✂✁ ✂☛✄ ✝✁s♣t✄✕❡✂② ✁❢ ✂☛❡r r✂✄�✄✁r✄t✄✝✂❡✈✄ r②♦✂☛✄r❡r

❛♦✡ ✂☛✄ ❛rr✁✝❡❛✂✄✡ ✝✁r✂r ✁❢ ✂☛✄ t❛☞✄t✄✡ ✿✑t✄✆✝❡♦✄ ✁� ❡✂r ♣�✄✑

✝✆�r✁�r✒ ✇✄ ✄✕♣t✁�✄✡ ❛♦ ❛t✂✄�♦❛✂❡✈✄ r✂�❛✂✄❝② ✂✁ t❛☞✄t ✁♦t② ✂☛✄

✈❛t❡♦✄ s✄✂☛②t ❝�✁✆♣r ✆r❡♦❝ s✁�✄ ❛✝✝✄rr❡☞t✄ ♣�✄✝✆�r✁�r❖

t❛☞✄t✄✡ ❛✝✄✂✁t❛✝✂❛✂✄ ❛♦✡ ♣✄�✡✄✆✂✄�❛✂✄✡ ✿✑t✄✆✝❡♦✄❤ ❚☛✄ ❛✡✡❡✑

✂❡✁♦ ✁❢ ✄✕✁❝✄♦✁✆r ✿✑t✄✆✝❡♦✄ ♦✁✂ ✁♦t② ❛tt✁✇r ✡❡t✆✂❡✁♦ ✁❢ ✂☛✄

✄♦✡✁❝✄♦✁✆r ✶✜❈✑t❛☞✄t✄✡ ✿✑t✄✆✝❡♦✄ ☞✆✂ ❛tr✁ ☛❛r ❛♦ ❡♦☛❡☞❡✂✁�②

✄❢❢✄✝✂ ✁♦ ✎✑❡r✁♣�✁♣②ts❛t❛✂✄ r②♦✂☛❛r✄ ✭✍❈ ✎❤✸❤✸❤✷✸✮ ✭❉✄

❈❛�✈❛t☛✁ ✄✂ ❛t❤ ✎✞✞✺✮✒ ✝❛✂❛t②✠❡♦❝ ✂☛✄ ✝✁♦✈✄�r❡✁♦ ✁❢ ✾✑✧✄✑

✂✁❡r✁✈❛t✄�❛✂✄ ✂✁ ✎✑❡r✁♣�✁♣②ts❛t❛✂✄ ✭✂☛✄ Þ�r✂ r♣✄✝❡Þ✝ r✂✄♣ ✁❢

✂☛✄ ✿✑t✄✆✝❡♦✄ ☞❡✁r②♦✂☛✄✂❡✝ ♣❛✂☛✇❛②✒ ❋❡❝❤ ✷✮❤ ❚☛✄�✄❢✁�✄✒ ✂☛✄

❛✡✡❡✂❡✁♦ ✁❢ ✄✕✁❝✄♦✁✆r ✿✑t✄✆✝❡♦✄ ❡r ✄✕♣✄✝✂✄✡ ✂✁ r✂�✁♦❝t②

�✄✡✆✝✄ ✂☛✄ ß✆✕ ✁❢ ✶✜❈✑✝❛�☞✁♦ ❡♦ ✂☛❡r ♣❛✂☛✇❛② ❛♦✡ ✂✁ ♣�✄✈✄♦✂

✂☛✄ ❡♦✝✁�♣✁�❛✂❡✁♦ ✁❢ t❛☞✄t✄✡ ❛✝✄✂✁t❛✝✂❛✂✄ ❡♦✂✁ ✿✑t✄✆✝❡♦✄

✭❋❡❝❤ ✷❛✮❤ ❚☛✄ ✄❢❢✄✝✂ ✁❢ ✂☛✄ ❛✡✡❡✂❡✁♦ ✁❢ ✄✕✁❝✄♦✁✆r ✆♦t❛☞✄t✄✡

✿✑t✄✆✝❡♦✄ ✁♦ ✂☛✄ t✄✈✄t ✁❢ ✂☛✄ ❡♦✝✁�♣✁�❛✂❡✁♦ ✁❢ ✶✜❈ ❡♦✂✁ ✂☛✄

t✄✆✝❡♦✄ ♣�✁✑❁ ❝�✁✆♣r ❡r �✄♣✁�✂✄✡ ✁♦ ✂☛✄ ❋❡❝❤ ✷☞❤ ❚✁ ✂☛❡r ✄♦✡✒

✆☞❡☎✆❡✂❡♦ ✇❛r ✁✈✄�✄✕♣�✄rr✄✡ ❡♦ ▼✖✴❉✙✓ s✄✡❡✆s r✆♣♣t✄✑

s✄♦✂✄✡ ✇❡✂☛ ❛ r❛✂✆�❛✂❡♦❝ ❛s✁✆♦✂ ✁❢ ♣�✁✑❁ ❛✝✄✂✁t❛✝✂❛✂✄✑✶✜❈

✭✸✞✞ s❝✴▲✮ ❛♦✡ ✈❛�❡✁✆r ✝✁♦✝✄♦✂�❛✂❡✁♦r ✁❢ ✆♦t❛☞✄t✄✡ ✿✑t✄✆✑

✝❡♦✄❤ ◆✄❛�t② ✝✁s♣t✄✂✄ ❡♦☛❡☞❡✂❡✁♦ ✁❢ ❡♦✝✁�♣✁�❛✂❡✁♦ ✭❡♦✝✁�♣✁✑

�❛✂❡✁♦ t✄✈✄t P✎ ❃✮ ✁❢ ♣�✁✑❁ ❛✝✄✂✁t❛✝✂❛✂✄✑✶✜❈ ✇❛r ❛✝☛❡✄✈✄✡

❢✁� ✝✁♦✝✄♦✂�❛✂❡✁♦r ✁❢ ✆♦t❛☞✄t✄✡ ✿✑t✄✆✝❡♦✄ ❲✎✞ s❝✴▲❤

❳ ❨❩❬❭❬❪ ❫❴❵

❜ ❣
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❋✉rt❤�r✁♦r�❡ ♥♦ ❝❤❛♥❣� ✇❛s ♦❜s�r✈�❞ ✐♥ t❤� st�r�♦s✂�❝✐✲

Þ❝✐t② ♦❢ t❤� ✈❛❧✐♥� ✁�t❤②❧ ❣r♦✉✂ ❧❛❜�❧✐♥❣ ✭Þ❣✉r� ❙✳✶✮✳ ❙✉r✲

✂r✐s✐♥❣❧②❡ ✇� ♦❜s�r✈�❞ ❛ s❧✐❣❤t ✭❛✂✂r♦①✐✁❛t�❧② ✺Ð✼ ✪✮

❞�❝r�❛s� ✐♥ t❤� ✈❛❧✐♥� s✐❣♥❛❧❡ ✇❤✐❝❤ ✇❛s ❞�✂�♥❞�♥t ♦♥ t❤�

�①♦❣�♥♦✉s q✉❛♥t✐t② ♦❢ ❛❞❞�❞ ❧�✉❝✐♥� ✭❞❛t❛ ♥♦t s❤♦✇♥✮✳

❍♦✇�✈�r❡ ❜② ❛❞❞✐♥❣ ❯✲❬✄☎❈✆ ▲✲❧�✉❝✐♥� ✐♥ ❞�✉t�r❛t�❞ ✁✐♥✐✲

✁❛❧ ✁�❞✐✉✁ ❝♦♥t❛✐♥✐♥❣ ❯✲❬✄✝❈❡ ✝❍✆✲❣❧✉❝♦s� ✇✐t❤ ✉♥❧❛❜�❧�❞

❛❝�t♦❧❛❝t❛t�❡ ✇� ❞✐❞ ♥♦t ❞�t�❝t ✐s♦t♦✂✐❝ s❝r❛✁❜❧✐♥❣ ♦❢ t❤�

❛❞❞�❞ ▲✲❧�✉❝✐♥� ✐♥t♦ ▲✲✈❛❧✐♥� ✭Þ❣✉r� ❙✳✞✮✳ ❚❤✐s r�s✉❧t ✐♥❞✐✲

❝❛t�s t❤❛t t❤� ✇�❛✟ ✉♥❧❛❜�❧✐♥❣ ♦❢ ✈❛❧✐♥� r�s✐❞✉�s ♦❜s�r✈�❞

✇❤�♥ ❛❞❞✐♥❣ ▲✲❧�✉❝✐♥� ✐s ♥♦t ❞✉� t♦ ✐♥❝♦r✂♦r❛t✐♦♥ ✐♥t♦ ✈❛❧✐♥�

♦❢ �①♦❣�♥�♦✉s ▲✲❧�✉❝✐♥� ♦r t❤� ❝♦rr�s✂♦♥❞✐♥❣ ❞�❣r❛❞❛t✐♦♥

✂r♦❞✉❝ts❡ ❜✉t ✐s ✁♦st ❧✐✟�❧② r�❧❛t�❞ t♦ ❛ ✇�❛✟ ❢��❞❜❛❝✟

✐♥❤✐❜✐t✐♦♥ ♦❢ ✈❛❧✐♥� ❜✐♦s②♥t❤�s✐s ❜② �①❝�ss ▲✲❧�✉❝✐♥�✳ ❉�s✂✐t�

♥♦t ✐❞�♥t✐❢②✐♥❣ t❤� �①❛❝t ✁�t❛❜♦❧✐❝ ✂❛t❤✇❛② ✐♥✈♦❧✈�❞ ✐♥ t❤�

r�❣✉❧❛t✐♦♥ ♦❢ t❤� ❧❛❜�❧�❞ ✈❛❧✐♥� ❜✐♦s②♥t❤�s✐s❡ ✇� ✂♦st✉❧❛t�

t❤❛t t❤� ❣r�❛t�r t❤❛♥ ✾✠ ✪ ✐♥❝♦r✂♦r❛t✐♦♥ ❧�✈�❧ ♦❢ t❤� ✄☎❈✄❍☎
✐s♦t♦✂♦✁�r ✐♥t♦ t❤� ✈❛❧✐♥� ✂r♦✲✡ ❣r♦✉✂s ♦❜t❛✐♥�❞ ✇✐t❤ t❤�

✂r♦t♦❝♦❧ ❞�s❝r✐❜�❞ ✐♥ t❤✐s ✂❛✂�r❡ ❛❧♦♥❣ ✇✐t❤ t❤� r�s✐❞✉❛❧

❧❛❜�❧✐♥❣ ♦❢ t❤� ❝♦rr�s✂♦♥❞✐♥❣ ❧�✉❝✐♥� ✁�t❤②❧ ❣r♦✉✂s ❜�✐♥❣

r�❞✉❝�❞ t♦ ❧�ss ♦❢ ✞ ✪❡ ✇♦✉❧❞ ❜� s✉❢Þ❝✐�♥t ❢♦r ✁♦st ❜✐♦✲

✁♦❧�❝✉❧❛r ◆▼❘ ❛✂✂❧✐❝❛t✐♦♥s✳

❆✂✂❧✐❝❛t✐♦♥ ♦❢ t❤� ❧❛❜�❧✐♥❣ t♦ ❚☛❚✞

❚❤✐s ❧❛❜�❧✐♥❣ str❛t�❣② ✇❛s t❤�♥ ❛✂✂❧✐�❞ t♦ t❤� ❚☛❚✞ ✂r♦✲

t�✐♥❡ ❛ ✹☞✌ ✟❉❛ ❤♦✁♦❞♦❞�❝❛✁�r✐❝ ❛✁✐♥♦✂�✂t✐❞❛s� ♦❢

✹☞✌ ✟❉❛ ✐♥✈♦❧✈�❞ ✐♥ ✂♦❧②✂�✂t✐❞� ❞�❣r❛❞❛t✐♦♥ ✐♥ t❤� ❤②✲

✂�rt❤�r✁♦✂❤✐❧✐❝ ❆r❝❤❛�❛ P✍✎✏✑✏✑✑✒✓ ✔✏✎✕✖✏✓✔✕✕✳ ❚❤✐s

✂r♦t�✐♥ ❝♦♥t❛✐♥s ✸✼ ✈❛❧✐♥�s ❛♥❞ ✞✸ ❧�✉❝✐♥�s✳ ❚❤� ✁�t❤②❧

❣r♦✉✂s ♦❢ t❤�s� ✞ ❛✁✐♥♦ ❛❝✐❞ t②✂�s ❤❛✈� s✐✁✐❧❛r ❝❤�✁✐❝❛❧

s❤✐❢t ❞✐s✂�rs✐♦♥s❡ r�s✉❧t✐♥❣ ✐♥ s✐❣♥✐Þ❝❛♥t ♦✈�r❧❛✂ ❜�t✇��♥

✗✘✙✚ ✛ ■✜✢✣✤✥✣✤✦✧★✣✜ ✥✦✧♣✩✦✫ ✣✬ ✦✢✯✧✣✰✦✢✧✦✧✯ ★✜✧✣ ✧♣✯ ✱✦✰★✜✯ ✦✜✴
✰✯✵✢★✜✯ ✤✯✷★✴✵✯✷ ★✜ ❊✻ ✽✿❀❁✻ ❂ ❃♣✯ ✷✧✯✤✯✣✢♣✯❄★✷✧✤✫ ✣✬ ✧♣✯ ✴★✬✬✯✤✯✜✧
★✜✧✯✤❄✯✴★✦✧✯✷ ★✜ ✧♣✯ ✰✯✵✢★✜✯ ✦✜✴ ✱✦✰★✜✯ ❅★✣❇✯✜✯✷★✷ ✥✦✧♣✩✦✫ ★✷
✴★✷✥✰✦✫✯✴ ●✦✷✷✵❄★✜❇ ★✜✢✣✤✥✣✤✦✧★✣✜ ✣✬ ✥✤✣❏❑ ✦✢✯✧✣✰✦✢✧✦✧✯❏❖◗❱ ★✜
❲❳❨❏❅✦✷✯✴ ❩❭ ✢✵✰✧✵✤✯ ❄✯✴★✵❄♠❪ ❃♣✯ ✯✜❫✫❄✯✷ ✤✯✷✥✣✜✷★❅✰✯ ✬✣✤
✢✦✧✦✰✫❫★✜❇ ✯✦✢♣ ✤✯✦✢✧★✣✜ ✦✤✯ ★✜✴★✢✦✧✯✴ ❅✫ ❴❱ ✜✵❄❅✯✤❪ ❴❱ ❵❪❵❪❵❪❥❦③
④✯✧✣✰❏✦✢★✴ ✤✯✴✵✢✧✣★✷✣❄✯✤✦✷✯⑤ ❴❱ ⑥❪⑦❪❵❪❭③ ✴★♣✫✴✤✣⑧✫❏✦✢★✴ ✴✯♣✫✴✤✦✧✦✷✯⑤
❴❱ ⑦❪❦❪❵❪⑥⑦③ ❅✤✦✜✢♣✯✴❏✢♣✦★✜ ✦❄★✜✣ ✦✢★✴ ✦❄★✜✣✧✤✦✜✷✬✯✤✦✷✯⑤ ❴❱
⑦❪⑨❪⑨❪❵⑨③ ⑦❏★✷✣✥✤✣✥✫✰❄✦✰✦✧✯ ✷✫✜✧♣✦✷✯⑤ ❴❱ ⑥❪⑦❪❵❪⑨⑨③ ⑨❏★✷✣✥✤✣✥✫✰❄✦✰✦✧✯
✴✯♣✫✴✤✦✧✦✷✯⑤ ✦✜✴ ❴❱ ❵❪❵❪❵❪❥⑩③ ⑨❏★✷✣✥✤✣✥✫✰❄✦✰✦✧✯ ✴✯♣✫✴✤✣❇✯✜✦✷✯❪
❶✵✤✧♣✯✤ ★✜✬✣✤❄✦✧★✣✜ ✣✜ ✧♣✯ ✰✯✵✢★✜✯ ✦✜✴ ✱✦✰★✜✯ ❄✯✧✦❅✣✰★✢ ✥✦✧♣✩✦✫ ✢✦✜
❅✯ ✬✣✵✜✴ ✣✜✰★✜✯③ ♣✧✧✥③❷❷✩✩✩❪❇✯✜✣❄✯❪❸✥❷④✯❇❇❷❪ ❹ ❃♣✯ ✴✯✢✤✯✦✷✯ ★✜ ✧♣✯
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t�✁✂✄ ❋☎✆✝✞✁ ✷ s�✟✠s ❛ ❝✟✂♣❛✞☎s✟✡ ✟♦ t�✁ ✶☛❈☞✌✍✎❈

s♣✁❝t✞❛ ✟♦ ❚✏❚✷ ✟✑t❛☎✡✁❞ ♦✟✞ t�✁ ✡✟✡☞st✁✞✁✟s♣✁❝☎✒❝ ❧❛✑✁❧☞

☎✡✆ ✟♦ t�✁ ❧✁✝❝☎✡✁ ❛✡❞ ✈❛❧☎✡✁ ✂✁t�♠❧ ✆✞✟✝♣s ✝s☎✡✆ ❛✡ ✓☞

❦✁t✟☎s✟✈❛❧✁✞❛t✁ ♣✞✁❝✝✞s✟✞ ✭❋☎✆✄ ✷❛✔ ❚✝✆❛✞☎✡✟✈ ❛✡❞ ❑❛♠

✷✕✕✖✮✗ t�✁ st✁✞✁✟s♣✁❝☎✒❝ ❧❛✑✁❧☎✡✆ ✟♦ t�✁ ❧✁✝❝☎✡✁ ❛✡❞ ✈❛❧☎✡✁

♣✞✟☞❙ ✂✁t�♠❧ ✆✞✟✝♣s ✝s☎✡✆ ❛❝✁t✟❧❛❝t❛t✁ ✭❋☎✆✄ ✷✑✔ ●❛✡s ✁t ❛❧✄

✷✕✘✕✮ ❛✡❞ t�☎s ✡✁✠ ❧❛✑✁❧☎✡✆ ♣✞✟t✟❝✟❧ ❝✟✂✑☎✡☎✡✆ t�✁

❛❝✁t✟❧❛❝t❛t✁ ♣✞✁❝✝✞s✟✞ ✠☎t� ▲☞❧✁✝❝☎✡✁☞❞✶✙ ♦✟✞ t�✁ st✁✞✁✟☞

s♣✁❝☎✒❝ ❧❛✑✁❧☎✡✆ ✟♦ ✈❛❧☎✡✁ ♣✞✟☞❙ ✂✁t�♠❧ ✆✞✟✝♣s ✟✡❧♠

✭❋☎✆✄ ✷❝✮✄ ❆❧t�✟✝✆� t�✁ ✝s✁ ✟♦ ❧❛✑✁❧✁❞ ❛❝✁t✟❧❛❝t❛t✁ ❛❧✟✡✁

❛❧✞✁❛❞♠ ❞✁❝✞✁❛s✁❞ t�✁ ✡✝✂✑✁✞ ✟♦ s☎✆✡❛❧s t✠✟♦✟❧❞✗ ✂❛✡♠

❧✁✝❝☎✡✁ ❛✡❞ ✈❛❧☎✡✁ ✂✁t�♠❧ ✞✁s✟✡❛✡❝✁s st☎❧❧ ✟✈✁✞❧❛♣♣✁❞

✭❋☎✆✄ ✷✑✮✗ �❛✂♣✁✞☎✡✆ s♣✁❝t✞❛❧ ❛✡❛❧♠s☎s✄ ❚�✁ s♣✁❝☎✒❝ ❧❛✑✁❧☞

☎✡✆ ✟♦ t�✁ ✈❛❧☎✡✁ ♣✞✟☞❙ ✂✁t�♠❧ ✆✞✟✝♣s ✁✡❛✑❧✁s ❛ s☎✆✡☎✒❝❛✡t

❞✁❝✞✁❛s✁ ☎✡ t�✁ ✡✝✂✑✁✞ ✟♦ s☎✆✡❛❧s ❛✡❞ ✟✈✁✞❧❛♣s ☎✡ t�✁

❝✁✡t✞❛❧ ♣❛✞t ✟♦ t�✁ s♣✁❝t✞✝✂ ✭❋☎✆✄ ✷✑✗ ❝✮✄ ❚�✁ ☎✂♣✞✟✈✁✂✁✡t

✟♦ t�✁ ✞✁s✟❧✝t☎✟✡ ❛❝�☎✁✈✁❞ ☎✡ t�✁ ✷✚ ✂✁t�♠❧☞❚✛❖✜✢

s♣✁❝t✞❛ ✝s☎✡✆ t�☎s s♣✁❝☎✒❝ ❧❛✑✁❧☎✡✆ ♣✞✟t✟❝✟❧ ❛❧❧✟✠✁❞ t�✁

✟✑s✁✞✈❛t☎✟✡ ✟♦ ✸✷ ☎✡❞☎✈☎❞✝❛❧ ❝✟✞✞✁❧❛t☎✟✡s ✟✝t ✟♦ t�✁ ✸✣

✁❡♣✁❝t✁❞ ✈❛❧☎✡✁ s☎✆✡❛❧s✄ ❚�✝s✗ t�✁ q✝❛❧☎t♠ ✟♦ t�✁ s♣✁❝t✞✝✂ ☎s

s✝♦✒❝☎✁✡t❧♠ �☎✆� t✟ ☎✡☎t☎❛t✁ ❛ss☎✆✡✂✁✡t ❛✡❞ ◆✍✛ ❛✡❛❧♠s✁s

✝s☎✡✆ t�☎s ☎✂♣✞✟✈✁❞ ❧❛✑✁❧☎✡✆ s❝�✁✂✁✄

❆ss☎✆✡✂✁✡t ✟♦ ❚✏❚✷ ✈❛❧☎✡✁ ♣✞✟☞✜ ✂✁t�♠❧ ✆✞✟✝♣s ✝s☎✡✆

t�✁ ✜✁✜❆✍ ❛♣♣✞✟❛❝�

❲�☎❧✁ ✁♦✒❝☎✁✡t ✂✁t�✟❞s ❝❛✡ ✑✁ ✝s✁❞ t✟ ❝✟✡✡✁❝t ✂✁t�♠❧

✞✁s✟✡❛✡❝✁s t✟ s✁q✝✁✡t☎❛❧❧♠ ❛ss☎✆✡✁❞ ✑❛❝❦✑✟✡✁ ✡✝❝❧✁☎ ☎✡

✂✁❞☎✝✂☞s☎✲✁ ♣✞✟t✁☎✡s✗ t�✁ st✁✞✁✟s♣✁❝☎✒❝ ❛ss☎✆✡✂✁✡t ✟♦

♣✞✟❝�☎✞❛❧ ✂✁t�♠❧ ✆✞✟✝♣s ✞✁✂❛☎✡s ❛ ❞☎♦✒❝✝❧t st✁♣✄ ✍✟✞✁✟✈✁✞✗

t�✁ s☎✲✁ ✟♦ t�✁ ❚✏❚✷ ♣❛✞t☎❝❧✁ ✭✖✤✥ ❦✚❛✮ ☎✂♣✁❞✁s s✁q✝✁✡t☎❛❧

❛ss☎✆✡✂✁✡ts ✝s☎✡✆ ❝❧❛ss☎❝❛❧ ❛♣♣✞✟❛❝�✁s ✞✁❧♠☎✡✆ ✟✡ ✂❛✆✡✁☞

t☎✲❛t☎✟✡ t✞❛✡s♦✁✞ ❛❧✟✡✆ t�✁ ✑❛❝❦✑✟✡✁ ❛✡❞ t�✁ s☎❞✁ ❝�❛☎✡

✑✟✡❞s✄ ✛✁❝✁✡t❧♠✗ ✠✁ �❛✈✁ ✁st❛✑❧☎s�✁❞ ❛✡ ✁♦✒❝☎✁✡t ❛♣♣✞✟❛❝�

✑❛s✁❞ ✟✡ t�✁ s♠st✁✂❛t☎❝ ✂✝t❛✆✁✡✁s☎s ✟♦ ✂✁t�♠❧ ❝✟✡t❛☎✡☎✡✆

✞✁s☎❞✝✁s ♦✟✞ t�✁ s✁q✝✁✡❝✁ s♣✁❝☎✒❝ ❛ss☎✆✡✂✁✡t ✟♦ ✂✁t�♠❧

✆✞✟✝♣s ☎✡ ❧❛✞✆✁ ♣✞✟t✁☎✡s ✭❆✂✁✞✟ ✁t ❛❧✄ ✷✕✘✘✮✄ ❚�☎s t✁❝�☞

✡☎q✝✁✗ ✡❛✂✁❞ ✜✁✜❆✍ ♦✟✞ ✜✁q✝✁✡❝✁☞✜♣✁❝☎✒❝ ❆ss☎✆✡✂✁✡t

✟♦ ✂✁t�♠❧ ✆✞✟✝♣s ✑♠ ✍✝t❛✆✁✡✁s☎s✗ ☎s ✑❛s✁❞ ✟✡ ✝s☎✡✆ s☎t✁☞

❞☎✞✁❝t✁❞ ✂✝t❛✆✁✡✁s☎s t✟ ☎✡❞☎✈☎❞✝❛❧❧♠ ÔÔt✝✞✡ ✟♦♦✦✦ t�✁ ◆✍✛

s☎✆✡❛❧ ✟♦ ✁❛❝� ✂✁t�♠❧☞❝✟✡t❛☎✡☎✡✆ ❛✂☎✡✟ ❛❝☎❞ ☎✡ t�✁ t❛✞✆✁t

♣✞✟t✁☎✡ ❛✡❞ t�✁✞✁✑♠ ♣✞✟✈☎❞✁ ❛ s✁q✝✁✡❝✁☞s♣✁❝☎✒❝ ✞✁s✟✡❛✡❝✁

❛ss☎✆✡✂✁✡t✄ ❈✟✡❝✁♣t✝❛❧❧♠✗ ❛ss☎✆✡✂✁✡t☞✑♠☞✂✝t❛✆✁✡✁s☎s ☎s

st✞❛☎✆�t♦✟✞✠❛✞❞✄ ■✡ ♣✞❛❝t☎❝✁✗ �✟✠✁✈✁✞✗ t�✁ ✟✈✁✞❧❛♣ ✟♦ ✞✁s✟☞

✡❛✡❝✁s ❛✡❞ t�✁ ✟❝❝✝✞✞✁✡❝✁ ✟♦ s✁❝✟✡❞❛✞♠ ❝�✁✂☎❝❛❧ s�☎♦t

❝�❛✡✆✁s ✭✜♣✞❛✡✆✁✞s ✁t ❛❧✄ ✷✕✕✣✔ ❆✂✁✞✟ ✁t ❛❧✄ ✷✕✘✘✮ ❝❛✡

✂❛❦✁ t�✁ ❛✡❛❧♠s☎s ✂✟✞✁ ❞☎♦✒❝✝❧t✄ ❚�✁ ✞✁s✟✡❛✡❝✁ ♣✁✞t✝✞✑❛☞

t☎✟✡s ✟♦ ✡✟✡☞✂✝t❛t✁❞ ✂✁t�♠❧☞❝✟✡t❛☎✡☎✡✆ ✞✁s☎❞✝✁s ❛✞✁ ❧☎❦✁❧♠

t✟ ✟❝❝✝✞ ✑✝t ❝❛✡ ✑✁ ✂☎✡☎✂☎✲✁❞ ✝s☎✡✆ ❝✟✡s✁✞✈❛t☎✈✁ ✂✝t❛☞

t☎✟✡s✄ ■✡ t�✁ ✒✞st ✞✟✝✡❞ ✟♦ t�☎s ❛♣♣✞✟❛❝�✗ ❛❧❧ ✟♦ t�✁ s♣✁❝t✞❛

✠☎t� ✟✡❧♠ ✟✡✁ ✂☎ss☎✡✆ ♣✁❛❦ ❛✞✁ ❝✟✡s☎❞✁✞✁❞ ♦✟✞ ❛ st✞❛☎✆�t☞

♦✟✞✠❛✞❞ ❛ss☎✆✡✂✁✡t ✟♦ ❛ ✒✞st s✁t ✟♦ ✞✁s✟✡❛✡❝✁s✄ ❚�✁✡✗ ✂✟✞✁

❝✟✂♣❧✁❡ s♣✁❝t✞❛ ❛♦♦✁❝t✁❞ ✑♠ t�✁ s✁❝✟✡❞❛✞♠ ❝�✁✂☎❝❛❧ s�☎♦t

♣✁✞t✝✞✑❛t☎✟✡s ❛✞✁ ❛✡❛❧♠✲✁❞ t❛❦☎✡✆ ☎✡t✟ ❝✟✡s☎❞✁✞❛t☎✟✡ t�✁

✒✞st s✁t ✟♦ ✝✡❛✂✑☎✆✝✟✝s ❛ss☎✆✡✂✁✡ts✗ t�✁ ✸✚ st✞✝❝t✝✞✁ ✟♦

t�✁ ♣✞✟t✁☎✡ ❛ss✁✂✑❧♠ ❛✡❞ t�✁ ✁✡t☎✞✁ s✁t ✟♦ s♣✁❝t✞❛✄ ❇✁❝❛✝s✁

✧★✩✪ ✫ ✬✯✰✱✳✴✵✹✯✺ ✯✻ ❍✼✽✬ ✹✱✾✿❀✴✳ ✴✾✿✯✴r✾r ✯✺ ✹✱✾✿✵❁✿✳❂❂❃
✰✾❀❄❃❂❅❂✳❉✾❂✾r ❊❏❊▼ ✹✳✰✱❂✾✹ P◗❘❯ ❱❳✳❨❩ ❊❄✾ ▼❳ ✰✾❀❄❃❂❅❊❬❭❪❫
❴✼❬ ✹✱✾✿❀✴✳ ✇✾✴✾ ✴✾✿✯✴r✾r ✳❀ ❵❜ ❢✬ ✵✺ ❳❣❭ ❉❤✻✻✾✴ P▼❜ ✰✼ ❴✳✬❂
✳✺r ▼❜ ✰✼ ❊✴✵✹✐ ✱❍ ❥❩◗❨ ✯✺ ✳✺ ❴✼❬ ✹✱✾✿❀✴✯✰✾❀✾✴ ✯✱✾✴✳❀✵✺♥ ✳❀ ✳
✱✴✯❀✯✺ ✻✴✾✉❤✾✺✿❃ ✯✻ ❯❜❜ ✼❍①❩ ②✺ ✾✺❂✳✴♥✾r ✱✵✿❀❤✴✾ ✯✻ ❀❄✾ ✿✾✺❀✴✳❂ ✱✳✴❀
✯✻ ❀❄✾ ✹✱✾✿❀✴❤✰ ✵✹ r✵✹✱❂✳❃✾r ✵✺ ❀❄✾ ③④⑤⑤④⑥ ⑦⑧⑨⑩⑤ ✿✯✴✺✾✴ ✯✻ ✾✳✿❄ ❶❷❸❹❺❩
❻ ❼❅❽❣❍✐ ❾❿❴✐ ❾❣✬➀✐ ➁✾❤➂➃✳❂❅❽❾➄✬❾❍➄➂

❾❣✬❳➄➀ ❊❏❊▼ ✇✵❀❄ ✺✯✺❅✹❀✾✴✾✯❅
✹✱✾✿✵❁✿ ❽❾➄✬❾❍➄➀❅✰✾❀❄❃❂ ❂✳❉✾❂✵✺♥ ✱✴✾✱✳✴✾r ❤✹✵✺♥ ✴✳✿✾✰✵✿

➅❅❽❣❍➄➀✰✾❀❄❃❂❅➅❅❽
❣❍➀❅◗❅❽❾➄✬➀❅➆❅❱✾❀✯✵✹✯➇✳❂✾✴✳❀✾ P❊❤♥✳✴✵✺✯➇ ✾❀ ✳❂❩

▼❜❜❘❨❩ ➈ ❼❅❽❣❍✐ ❾❿❴✐ ❾❣✬➀✐ ➁✾❤➂➃✳❂❅❽❾➄✬❾❍➄➀
➉➊➋➌➍ ❊❏❊▼ ✇✵❀❄ ✹❀✾✴✾✯❅

✹✱✾✿✵❁✿ ❂✳❉✾❂✵✺♥ ✱✴✾✱✳✴✾r ❤✹✵✺♥ ▼❅❄❃r✴✯➎❃❅▼❅❽❾➄✬➀✰✾❀❄❃❂❅➅❅✯➎✯❅
◗✐◗✐◗❅❀✴✵❅❽❣❍➀❉❤❀✳✺✯✳❀✾ P✱✴✯❅➏ ✳✿✾❀✯❂✳✿❀✳❀✾❅❾➄✬❨ P➐✳✺✹ ✾❀ ✳❂❩ ▼❜➑❜❨❩
➒ ❼❅❽❣❍✐ ❾❿❴✐ ❾❣✬➀✐ ➃✳❂❅❽❾➄✬❾❍➄➀

➉➊➋➌➍ ❊❏❊▼ ✇✵❀❄ ✹❀✾✴✾✯✹✱✾✿✵❁✿
❂✳❉✾❂✵✺♥ ✯✻ ✯✺❂❃ ➇✳❂✵✺✾ ✴✾✹✵r❤✾✹ ✱✴✾✱✳✴✾r ❤✹✵✺♥ ▼❅❄❃r✴✯➎❃❅▼❅
❽❾➄✬➀✰✾❀❄❃❂❅➅❅✯➎✯❅◗✐◗✐◗❅❀✴✵❅❽❣❍➀❉❤❀✳✺✯✳❀✾ P✱✴✯❅➏ ✳✿✾❀✯❂✳✿❀✳❀✾❅❾➄✬❨
✳✺r ➓❅❂✾❤✿✵✺✾❅r❾➔

→ ➣✵✯✰✯❂ ❴✼❬

↔ ↕

2. DÉVELOPPEMENTS MÉTHODOLOGIQUES POUR L’ÉTUDE D’UNE
MACHINERIE DE 1 MDA
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✐� ❝✁✂✄✄s☎✆✝✐✞✆�❡✄ �t❡ ✁❡✄r✝�✄ ✄❡☎❡✁✆✝ �✐✟❡✄✠ ❝✂✡✄✐✞❡✁✐✡☛ �t❡

❢r✝✝ ✝✐❧✁✆✁☞ ✂❢ ✄✐✡☛✝❡s✄✐�❡ ✟r�✆�✐✂✡✄ ☛✁❡✆�✝☞ ✄✐✟✌✝✐✍❡✄ �t❡

✌✁✂❝❡✄✄ ✂❢ ✁❡✄✂✡✆✡❝❡ ✆✄✄✐☛✡✟❡✡�✳

❍❡✁❡✠ ✇❡ ✄☞✄�❡✟✆�✐❝✆✝✝☞ ✟r�✆�❡✞ ❡✆❝t ☎✆✝✐✡❡ ✁❡✄✐✞r❡

✐✡�✂ ✆✡ ✆✝✆✡✐✡❡✳ ❚t❡ ✄�❡✁❡✂✄✌❡❝✐✍❝ ✝✆❧❡✝✐✡☛ ✂❢ ✆ ✄✐✡☛✝❡

✟❡�t☞✝ ☛✁✂r✌ ✭☎✆✝✐✡❡ ✌✁✂s❙✮ ✐✡✄�❡✆✞ ✂❢ �t❡ ✝✆❧❡✝✐✡☛ ✂❢ ✹

✟❡�t☞✝ ☛✁✂r✌✄ ✭☎✆✝✐✡❡ ✆✡✞ ✝❡r❝✐✡❡✮ r✄✐✡☛ ❛s✲❡�✂✐✄✂☎✆✝❡✁✆�❡

✁❡✞r❝❡✄✠ r✌ �✂ ✆ ❢✆❝�✂✁ ✂❢ ✹✠ ✌❡✆✲ ✂☎❡✁✝✆✌✌✐✡☛ ✆✄ ✇❡✝✝ ✆✄ �t❡

✡r✟❧❡✁ ✂❢ ❝✂✁✁❡✝✆�✐✂✡✄ ✆❢❢❡❝�❡✞ ❧☞ ✄❡❝✂✡✞✆✁☞ ❝t❡✟✐❝✆✝

✄t✐❢�✳ ❚t❡✁❡❢✂✁❡✠ ✐✡ ✟✂✄� ❝✆✄❡✄✠ �t❡ ✞✐✄✆✌✌❡✆✁✆✡❝❡ ✂❢ ✂✡✝☞

✂✡❡ ✄✐☛✡✆✝ r✡✆✟❧✐☛r✂r✄✝☞ ✌✁✂☎✐✞❡✄ �t❡ ✆✄✄✐☛✡✟❡✡� ✂❢ �t❡

❝✂✁✁❡✄✌✂✡✞✐✡☛ ☎✆✝✐✡❡✳ ❋✂✁ ❚✎❚✏✠ ✏✹ ✂❢ �t❡ ✸✑ ☎✆✝✐✡❡✄ ✇❡✁❡

✞✐✁❡❝�✝☞ ✆✄✄✐☛✡❡✞ ❢✁✂✟ �t❡ ✝✐❧✁✆✁☞ ✂❢ ✟r�✆✡�✄✳ ✎❊✆✟✌✝❡✄ ✂❢

�t❡✄❡ ✆✄✄✐☛✡✟❡✡�✄ ✆✁❡ ✌✁❡✄❡✡�❡✞ ❢✂✁ ☎✆✝✐✡❡ ✑✼ ✆✡✞ ☎✆✝✐✡❡

✶✒✸ ✐✡ ❋✐☛✳ ✸✆✠ ❧✠ ✁❡✄✌❡❝�✐☎❡✝☞✠ ✇t❡✁❡ �t❡ ✟r�✆✡� ✄✌❡❝�✁✆

✆✁❡ ✄t✂✇✡ ✄r✌❡✁✐✟✌✂✄❡✞ ✂✡ �t❡ ❲❚ ✄✌❡❝�✁r✟✳ ■✡ �t❡

✁❡✟✆✐✡✐✡☛ ✄✌❡❝�✁✆✠ �t❡ ✞✐✄✆✌✌❡✆✁✆✡❝❡ ✂❢ �t❡ ✄✐☛✡✆✝ r✌✂✡

✟r�✆�✐✂✡ ✇✆✄ ✆❝❝✂✟✌✆✡✐❡✞ ❧☞ ✄✟✆✝✝ ❝t✆✡☛❡✄ ✐✡ �t❡

❝t❡✟✐❝✆✝ ✄t✐❢� ✂❢ ✆ ❢❡✇ ✆✞✞✐�✐✂✡✆✝ ❝✂✁✁❡✝✆�✐✂✡✄ ✭✄❡❡✠ ❢✂✁

❡❊✆✟✌✝❡✠ �t❡ ❱✶✓✔ ✟r�✆✡� ✄✌❡❝�✁r✟ ✐✡ ❋✐☛✳ ✸❝✮✳ P❡✆✲

✟✂☎❡✟❡✡�✄ �t✆� ✞✂ ✡✂� ✞✐✁❡❝�✝☞ ❝✂✡❝❡✁✡ �t❡ ✟r�✆�❡✞ ✁❡✄✂s

✡✆✡❝❡ ❝✆✡ ❝✂✟✌✝✐❝✆�❡ �t❡ ✌✁✂❝❡✄✄ ✂❢ ✂❧�✆✐✡✐✡☛ ✆ ✄❡✕r❡✡❝❡s

✄✌❡❝✐✍❝ ✆✄✄✐☛✡✟❡✡� ❢✁✂✟ ✆ ✄✐✡☛✝❡ ❡❊✌❡✁✐✟❡✡�✠ ❡✄✌❡❝✐✆✝✝☞ ✐✡

✆✡ ✂☎❡✁❝✁✂✇✞❡✞ ✁❡☛✐✂✡ ✂❢ �t❡ ✄✌❡❝�✁r✟✳ ◆✂✡❡�t❡✝❡✄✄✠ ✄❡❝s

✂✡✞✆✁☞ ❝t❡✟✐❝✆✝ ✄t✐❢� ✌❡✁�r✁❧✆�✐✂✡✄ ✁❡✖❡❝� ✟✂✞✐✍❝✆�✐✂✡✄ ✐✡

�t❡ ✝✂❝✆✝ ❡✝❡❝�✁✂✡✐❝ ❡✡☎✐✁✂✡✟❡✡� ✆✡✞ ❝✆✡ �t❡✁❡❢✂✁❡ ✌✁✂☎✐✞❡

❝✂✟✌✝❡✟❡✡�✆✁☞ ✐✡❢✂✁✟✆�✐✂✡ �t✆� ❝✆✡ ❧❡ r✄❡✞ �✂ ❝✂✡✍✁✟ �t❡

✌✁✂✌✂✄❡✞ ✆✄✄✐☛✡✟❡✡�✳ ✔✟❧✐☛r✂r✄ ✆✄✄✐☛✡✟❡✡�✄ ❝✆✡ �t❡✁❡s

❢✂✁❡ ❧❡ ✁❡✆✞✐✝☞ ❝✁✂✄✄s☎✆✝✐✞✆�❡✞ r✄✐✡☛ ✄�✁r❝�r✁✆✝✝☞ ❝✝✂✄❡ ✆✡✞

✌✁❡☎✐✂r✄✝☞ r✡✆✟❧✐☛r✂r✄✝☞ ✆✄✄✐☛✡❡✞ ✟❡�t☞✝ ☛✁✂r✌✄✳ ✔✡✆s

✝☞✄✐✄ ✂❢ �t❡ ✄❡❝✂✡✞✆✁☞ ❝t❡✟✐❝✆✝ ✄t✐❢� ❢✂✁ �t❡ ❝✂✟✌✝❡�❡

✝✐❧✁✆✁☞ ✂❢ ✟r�✆✡�✄ ✇✐�t ✁❡☛✆✁✞✄ �✂ �t❡ ✌✁✂❊✐✟✐�☞ ✌✁❡✞✐❝�❡✞

❢✁✂✟ �t❡ ❚✎❚✏ ✄�✁r❝�r✁❡ ✭P✗✘ ❝✂✞❡✙ ✶✚✛✜✮ ✆✝✝✂✇❡✞

r✡✆✟❧✐☛r✂r✄ ✆✄✄✐☛✡✟❡✡� ✂❢ ❡✐☛t� ✄r✌✌✝❡✟❡✡�✆✁☞ ☎✆✝✐✡❡

✁❡✄✂✡✆✡❝❡✄✳ ❚t❡ ✁❡✟✆✐✡✐✡☛ ☎✆✝✐✡❡✄ ❝✂✁✁❡✄✌✂✡✞ �✂ ✇❡✆✲

✟❡�t☞✝ ✁❡✄✂✡✆✡❝❡✄ ✂✁ ✄✐☛✡✆✝✄ ✝✂❝✆�❡✞ ✐✡ �t❡ ✂☎❡✁✝✆✌✌❡✞ ✆✁❡✆

✂❢ �t❡ ✄✌❡❝�✁r✟✳ ❚t❡✄❡ ✍☎❡ ✁❡✟✆✐✡✐✡☛ ✁❡✄✂✡✆✡❝❡✄✠ ❝✂✁✁❡s

✄✌✂✡✞✐✡☛ �✂ ☎✆✝✐✡❡ ✁❡✄✐✞r❡✄ ✏✶✠ ✹✼✠ ✶✢✑✠ ✏✸✼ ✆✡✞ ✸✸✹✠ ✇❡✁❡

✆✄✄✐☛✡❡✞ ❧✆✄❡✞ ✂✡ �t❡ ✞❡�❡❝�✐✂✡ ✂❢ ✐✡�❡✁✟❡�t☞✝ ◆✣✎ ❝✂✁s
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s�✁✂✄☎✆♠ ✂❝☎☎✁s�❝❡✝✞❡✟ ✄❝ ✄t✁ ✈✠✡✞❡✁ �☎❝♣❙ ♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�s

❝♦ ✄t✁ ❚☞❚✌ �☎❝✄✁✞❡ ✞s st❝✍❡ ✞❡ ❋✞✟✎ ✸✝❞ ✠❡✝ ✄t✁ �☎❝✄❝❡ ✠❡✝

✂✠☎✏❝❡♣✲✸ ✂t✁♠✞✂✠✡ st✞♦✄ ✈✠✡✆✁s ✠☎✁ ✡✞s✄✁✝ ✞❡ ✄✠✏✡✁ ✑✎✲✎

❈☎❝ss♣✈✠✡✞✝✠✄✞❝❡ ❝♦ ✄t✁ ✠ss✞✟❡♠✁❡✄s ✆s✞❡✟ ♠✁✄t☛✡✒

♠✁✄t☛✡ ◆✓☞s

❲✁ t✠✈✁ ✝✁♠❝❡s✄☎✠✄✁✝ ✄t✠✄ ✄t✁ ✆s✁ ❝♦ ✄t✁ s�✁✂✞✔✂ ✡✠✏✁✡✞❡✟

❝♦ ♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�s ✞❡ ✠ s♠✠✡✡ �✁☎✝✁✆✄✁☎✠✄✁✝ �☎❝✄✁✞❡ ✠✡✡❝✍✁✝

✝✁✄✁✂✄✞❝❡ ❝♦ ✡❝❡✟♣☎✠❡✟✁ ◆✓☞s ✏✁✄✍✁✁❡ ♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�s

s✁�✠☎✠✄✁✝ ✏☛ ✆� ✄❝ ✲✌ ❆û ✭✑❝✆❡✞✁☎ ✁✄ ✠✡✎ ✌✷✷✵✮✎ ❋❝☎ ✠ �☎❝✄✁✞❡

✄t✁ s✞✕✁ ❝♦ ❚☞❚✌❞ ◆✓☞s ✏✁✄✍✁✁❡ ♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�s s✁�✠☎✠✄✁✝

✏☛ ✆� ✄❝ ✵ ❆û ✠☎✁ s✄✞✡✡ ✁✖�✁✂✄✁✝ ✄❝ ✏✁ ✝✁✄✁✂✄✠✏✡✁✎ ❚t✁☎✁♦❝☎✁❞

✞♦ ✄t✁ ✂☎☛s✄✠✡ s✄☎✆✂✄✆☎✁ ❝♦ ✠ ✡✠☎✟✁ ✠ss✁♠✏✡☛ ✞s ✠✈✠✞✡✠✏✡✁❞ ✄t✁

✝✁✄✁✂✄✞❝❡ ❝♦ ◆✓☞ ✂❝☎☎✁✡✠✄✞❝❡s ✏✁✄✍✁✁❡ ☎✁♠❝✄✁ ♠✁✄t☛✡

�☎❝✏✁s ✂❝✆✡✝ ✏✁ ✆s✁✝ ✄❝ ✂❝❡✔☎♠ ✠❡✝ ✁✖✄✁❡✝ ✄t✁ ✠ss✞✟❡♣

♠✁❡✄s✎ ❍❝✍✁✈✁☎❞ ✄t✁ ✠❡✠✡☛s✞s ❝♦ ✄t✁ ❚☞❚✌ ❳♣☎✠☛ s✄☎✆✂✄✆☎✁

✭✗❝☎✞ss✁❡♥❝ ✠❡✝ ●☎❝✡✡ ✌✷✷✘✮ ✞❡✝✞✂✠✄✁s ✄t✠✄ ✄t✁ ✁✖�✁✂✄✁✝

❡✆♠✏✁☎ ❝♦ ◆✓☞ ✂❝❡❡✁✂✄✞✈✞✄✞✁s ✏✁✄✍✁✁❡ ✈✠✡✞❡✁ �☎❝♣

❙ ♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�s ✞s ☎✁✝✆✂✁✝ ✄❝ ✠��☎❝✖✞♠✠✄✁✡☛ ✘✷✎ ✑✆✂t ✠

s♠✠✡✡ ❡✆♠✏✁☎ ❝♦ �✆✄✠✄✞✈✁ ◆✓☞ ☎✁s✄☎✠✞❡✄s ✞s ✄❝❝ ✡❝✍ ✄❝ ✠✡✡❝✍

✂☎❝ss♣✈✠✡✞✝✠✄✞❝❡ ❝♦ ✄t✁ ✠ss✞✟❡♠✁❡✄✎ ❈❝❡s✁✙✆✁❡✄✡☛❞ ✄❝

✞❡✂☎✁✠s✁ ✄t✁ ❡✆♠✏✁☎ ❝♦ ◆✓☞ ✂❝❡❡✁✂✄✞✈✞✄✞✁s ✝✁✄✁✂✄✁✝❞ ✍✁

✂❝♠✏✞❡✁✝ ✄t✁ ✡✠✏✁✡✞❡✟ ❝♦ ✄t✁ ✈✠✡✞❡✁ �☎❝♣❙ ✟☎❝✆�s ✍✞✄t

✞s❝✡✁✆✂✞❡✁♣✚✶ ♠✁✄t☛✡ �☎❝✏✁s✎ ❚t✁ ☎✁s❝❡✠❡✂✁s ❝♦ ✄t✁s✁

♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�s t✠✈✁ ✝✞s✄✞❡✂✄ ✂t✁♠✞✂✠✡ st✞♦✄s ♦☎❝♠ ✈✠✡✞❡✁
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♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆� ☎✁s❝❡✠❡✂✁s ✍✁☎✁ �☎✁✈✞❝✆s✡☛ ✠ss✞✟❡✁✝ ✆s✞❡✟

✄t✁ ✑✁✑❆✛ ✠��☎❝✠✂t ✭❆♠✁☎❝ ✁✄ ✠✡✎ ✌✷✲✲✮✎

❆ ✄❝✄✠✡ ❝♦ ✌✜✌ ◆✓☞ ✂☎❝ss♣�✁✠♥s ✂✠❡ ✏✁ ✝✁✄✁✂✄✁✝ ✏✁✄✍✁✁❡

✄t✁ ✵✲ ✡✠✏✁✡✁✝ ✈✠✡✞❡✁ ✠❡✝ ✞s❝✡✁✆✂✞❡✁ ♠✁✄t☛✡ �☎❝✏✁s❞ ✂❝☎♣

☎✁s�❝❡✝✞❡✟ ✄❝ ✠❡ ✠✈✁☎✠✟✁ ❝♦ ✹ ✂❝❡❡✁✂✄✞✈✞✄✞✁s ♦❝☎ ✁✠✂t

♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�✎ ❆✡✡ ❝♦ ✄t✁ ❝✏s✁☎✈✁✝ ◆✓☞ ✂❝❡❡✁✂✄✞✈✞✄✞✁s

✏✁✄✍✁✁❡ ✠ss✞✟❡✁✝ ♠✁✄t☛✡ �☎❝✏✁s ✂❝☎☎✁s�❝❡✝ ✄❝ ✄t✁ �☎✁♣

✝✞✂✄✁✝ ◆✓☞ ✏✠s✁✝ ❝❡ ✄t✁ ✄t✁❝☎✁✄✞✂✠✡ ♠✁✄t☛✡✒♠✁✄t☛✡ ✝✞s♣
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❝☎ ✈✠✡✞❡✁ �☎❝♣❘ ♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�s❞ ✞✡✡✆s✄☎✠✄✞❡✟ ✄t✁ s�✁✂✞✔✂✞✄☛ ❝♦

✄t✁ ☎✁�❝☎✄✁✝ ✡✠✏✁✡✞❡✟ s✄☎✠✄✁✟☛✎ ❋✞✟✆☎✁ ✹ st❝✍s ✁✖✠♠�✡✁s ❝♦
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✁✖�✁☎✞♠✁❡✄s ✠✄ ✄t✁ ✶✣❈ ♦☎✁✙✆✁❡✂✞✁s ❝♦ ✄t✁ ✈✠✡✞❡✁ ✲✷✘ �☎❝♣❙❞

✈✠✡✞❡✁ ✽✵ �☎❝♣❙ ✠❡✝ ✞s❝✡✁✆✂✞❡✁ ✲✹✲ ✚✶ ♠✁✄t☛✡ ✟☎❝✆�s✎ ☞✠✂t
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✑✁✑❆✛ �☎❝✄❝✂❝✡✎ ❚t✁s✁ ☎✁s✞✝✆✁s t✠✈✁ ✏✁✁❡ ✠ss✞✟❡✁✝ ✏☛
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❇✺✴✿❂✰ ②❂✬❂ ❂❑✾✬✴▲✾❂✼ ✴✾ ✾❁❂ ❖P✫ ❀✬❂③❅❂✿▲✻❂✰ ✯❀ ✳✴✺✻✿❂ ④⑤ ⑥❩❬❭
▲✯✿✿❂▲✾✻✳✻✾❄ ✴✿✿✯✾✴✾❂✼ ✻✿ ⑦⑧⑨⑩❶❢ ✳✴✺✻✿❂ ❷❸❹ ⑥❺⑩❻❶ ✴✿✼ ✻✰✯✺❂❅▲✻✿❂ ❷❼❷

⑥❽❺⑩⑩❾❶❛ ❿ ❊❁❂ ❩❬❭✰ ✯➀✰❂✬✳❂✼ ✻✿ ✾❁❂ ➁➂❺⑩⑩ ➃⑧➄❾⑩➅ ✴✬❂ ✼✻✰❇✺✴❄❂✼ ✯✿
✾❁❂ ▼❏ ✰✾✬❅▲✾❅✬❂ ✯❀ ❊❭❊■ ⑥➆❏➇ ▲✯✼❂➈ ❷❫❸➉❶❛ ➊➋❾⑩➅ ✬❂❇✬❂✰❂✿✾ ✾❁❂
✼❂✾❂▲✾❂✼ ❩❬❭ ▲✯✿✿❂▲✾✻✯✿✰ ➀❂✾②❂❂✿ ✾❁❂ ❃❂✾❁❄✺ ❣✬✯❅❇✰❢ ②❁❂✬❂ ❂✴▲❁
▲✯✺✯✬ ✻✰ ✬❂✺✴✾❂✼ ✾✯ ✾❁❂ ▲✯✬✬❂✰❇✯✿✼✻✿❣ ✬❂✰✻✼❅❂✰ ✴✿✿✯✾✴✾❂✼ ✻✿ ✾❁❂
✼❂❇✻▲✾❂✼ ■❏ ❂❑✾✬✴▲✾✰
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✂❢ ✆ ✠✆✝☛✄✆✝✞✟♥ ✆☞✂☛✟✝ ✂❢ ✆☞✆✠✝✆✝✞✟ ✠✞♥✟✞Þ❝✆✟✝☎♠ ☞✂r✞Þ❡r
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⑨⑩❶❷❺ ❳❑❳⑥ ❃★❂✿❉✽ ✿❀✽✿★❀✽✪ ❇❁✦❅

✿❀✤✧➀ ★✬✽✦✤❉★✬✦★✦✽✧♦⑧✴⑧ ★✩✪ ❽✧❉✽✥✬❁✩✽✧✪♦❾⑦ ★✩✪ ➁ ★ ✜✢ ✱✴✹✴✺✴
✽✾✿✽❀❁❂✽✩✦ ✥❃❁✩❛ ✦❅✽ ❝✧❞✐✱❥ ♦①③❥ ♦✐✴④❥ ⑤★❉✧❞⑥❥✜✧✐✱✐⑦ ✜✧♦⑧✴⑦
❞♦⑧✴✐✱⑧④

⑨⑩❶❷❸❹❞♦⑧✴♦✱⑧④
⑨⑩❶❷❺ ❳❑❳⑥ ❃★❂✿❉✽ ✿❀✽✿★❀✽✪ ❇❁✦❅ ✿❀✤✧➀ ★✬✽✦✤✧

❉★✬✦★✦✽✧♦⑧✴⑧ ★✩✪ ❽✧❉✽✥✬❁✩✽✧✪♦❾❏ ❳❅✽ ✬✤❀❀✽❃✿✤✩✪❁✩❛ ❂★❛✩✽✦❁➂★✦❁✤✩
✦❀★✩❃❄✽❀❃ ★❀✽ ❀✽✿✤❀✦✽✪ ✤✩ ✦❅✽ ▲★❉❁✩✽ ❃✦❀✥✬✦✥❀✽ ✹★✦ ✦❅✽ ❯❬◆ ✤❄ ✽★✬❅
◆◗➃❖➄✺ ❇❁✦❅ ✬✤❉✤❀✽✪ ◗PP❬➅❪❏ ❳❅✽ ★❃❃❁❛✩❂✽✩✦ ✿❀✤✬✽❃❃ ❁❃ ✪✽❃✬❀❁✫✽✪ ❁✩
✦❅✽ ➄❬➅❖P ◆◗P❯ ✤❄ ✦❅✽ ❱❛✥❀✽ ✫● ✦❅✽ ◗PP❬➅❪ ❃❅✤❇❁✩❛ ✦❅✽ ✬✤✩✩✽✬✦❁✤✩
✫✽✦❇✽✽✩ ✦❅✽ ❃★❂✿❉✽✪ ❄❀✽➆✥✽✩✬❁✽❃ ❁✩ ✽★✬❅ ✤❄ ✦❅✽ ✦❅❀✽✽ ✽✾✿✽❀❁❂✽✩✦❃❏ ➇❉❉
✤❄ ✦❅✽ ❃✿✽✬✦❀★ ❇✽❀✽ ❀✽✬✤❀✪✽✪ ★✦ ➈❴ ➉✴ ❁✩ ✢✐➊ ✤✩ ★✩ ③➋➌
❃✿✽✬✦❀✤❂✽✦✽❀ ✤✿✽❀★✦❁✩❛ ★✦ ★ ✿❀✤✦✤✩ ❄❀✽➆✥✽✩✬● ✤❄ ➍❴❴ ➋✱➂

➎ ➏❁✤❂✤❉ ③➋➌

➐ ➑

2. DÉVELOPPEMENTS MÉTHODOLOGIQUES POUR L’ÉTUDE D’UNE
MACHINERIE DE 1 MDA

68



♣�✁✂�✄t�✁☎t�✂ ▲✲✆�✄✝✞✟� ✞✟t✐ t✠� ✝✄✆t✄✁� ♠�✂✞✄♠✡ ❚✠✞☛ ♣✁✐✲

t✐✝✐✆ �✟☎❡✆�☛ �☞✌✝✞�✟t ✞✟✠✞❡✞t✞✐✟ ✐☞ t✠� ✞✟✝✐✁♣✐✁☎t✞✐✟ ✐☞

✆☎❡�✆�✂ ♠�t✠✍✆ ❣✁✐✄♣☛ ✞✟t✐ t✠� ✆�✄✝✞✟� ☛✞✂� ✝✠☎✞✟☛ ✭☛✝✁☎♠✲

❡✆✞✟❣ ✇☎☛ ✁�✂✄✝�✂ t✐ ✆�☛☛ t✠☎✟ ✷ ✪✎✏ ✇✠✞✆� t✠� ☛t�✁�✐☛♣�✝✞✌✝

✞✟✝✐✁♣✐✁☎t✞✐✟ ✐☞ t✠�
✶✑
❈✒✑ ✞☛✐t✐♣✐♠�✁☛ ✞✟ ✈☎✆✞✟� ✞☛ ♣✁�✲

☛�✁✈�✂ ✭☎t ☎♣♣✁✐①✞♠☎t�✆✍ ✾✓ ✪✎✡ ❚✠✞☛ ✞✟✟✐✈☎t✞✈� ✆☎❡�✆✞✟❣

☛✝✠�♠�✇☎☛ ☎♣♣✆✞�✂ t✐ t✠�✹✔✕ ❦✖☎ ✠✐♠✐✂✐✂�✝☎♠�✁✞✝❚✗❚✷

♣✁✐t�✞✟ t✐ ❣✞✈� ☎ ☛✞❣✟✞✌✝☎✟t ✁�✂✄✝t✞✐✟ ✞✟ t✠� ✟✄♠❡�✁ ✐☞

✐✈�✁✆☎♣☛ ❡�t✇��✟ t✠� ✁�☛✐✟☎✟✝�☛ ✐☞ t✠� ♣✁✐✝✠✞✁☎✆ ♠�t✠✍✆

❣✁✐✄♣☛✡ ❚✠� ✁�☛✄✆t✞✟❣ ✞♠♣✁✐✈�♠�✟t ✐☞ t✠� ✷✖ ♠�t✠✍✆ ❚✘✙✲

❙✚ ☛♣�✝t✁☎ ✁�☛✐✆✄t✞✐✟ ☎✆✆✐✇�✂ t✠� ☎☛☛✞❣✟♠�✟t ✐☞ ☎✆✆ ✸✛ ✈☎✆✞✟�

♠�t✠✍✆ ✁�☛✐✟☎✟✝�☛ ✐☞ ❚✗❚✷ t✠✁✐✄❣✠ ☎ ✝✐♠❡✞✟☎t✞✐✟ ✐☞

♠✄t☎❣�✟�☛✞☛✏ ✞✟✟✐✈☎t✞✈� ✆☎❡�✆✞✟❣ ☎✟✂ ☎✂☎♣t�✂ t✁✞♣✆� ✁�☛✐✲

✟☎✟✝� �①♣�✁✞♠�✟t☛✡ ❚✠✞☛ ✁✐❡✄☛t ☎✟✂ ☛✞♠♣✆� ✆☎❡�✆✞✟❣ ☛t✁☎t�❣✍

✇✞✆✆ ❡� ♣☎✁t✞✝✄✆☎✁✆✍ ✄☛�☞✄✆ ☞✐✁ t✠� ✂�t�✝t✞✐✟ ✐☞ ♠�☎✟✞✟❣☞✄✆

☛t✁✄✝t✄✁☎✆ ☎✟✂ ✂✍✟☎♠✞✝ ♣☎✁☎♠�t�✁☛ ✐✁ ☞✐✁ t✠� ☛t✄✂✍ ✐☞ ✞✟t�✁✲

☎✝t✞✐✟☛ ✞✟ ✆☎✁❣� ✐✆✞❣✐♠�✁✞✝ ♣✁✐t�✞✟☛ ✝✐✟t☎✞✟✞✟❣♠☎✟✍ ✆�✄✝✞✟�

☎✟✂ ✈☎✆✞✟� ✁�☛✞✂✄�☛✡

❆✜✢✣✤✥✦✧★✩✫✧✣✬✮ ❲✯ ✰✱✳✴✵ ✴❧✺✯ ✻✱ ✻✼✽✿✺ ❉❀❁❂ ▼❂ ❑✽❧✿✱❁✼✱❃ P❂
▼✽❄✯✺❃ ▼❂ P✴✯❅❧✿❃ P❂ ❇❄✼✽✿✵✽❃ ❊❂ ❇❧❅✯❀✻❁✯✿❃ ▼❀❁ ■❂ ❊❋✽✴✽ ✽✿✵ ❘❂
❑✯❀●✽✼❃ ✽❁ ✰✯✴✴ ✽❁ ▼❀❂ ❍❂ ❖❏✵✯✿❃ ●✱❀ ❁✻❧s✳✴✽✻❧✿❏ ✵❧❁❄✳❁❁❧✱✿❁❃ ❉❀❂
❉❂ ▼✽❀❧✱✿ ●✱❀ ✼✯✴❤ ❧✿ ❤❀✱❄✯❁❁❧✿❏ ✻✼✯ ◆▼❘ ❁❤✯❄✻❀✽ ✽✿✵ ❉❀❁❂ ❍❂ ❱✯❀✿✯✻
✽✿✵ ▼❂ ◆✱❧❀❄✴✯❀❄◗❇✽❅✱❋✯ ●✱❀ ✻✼✯ ❤❀✯❤✽❀✽✻❧✱✿ ✱● ✻✼✯ ✴❧❯❀✽❀❋ ✱● s✳✻✽✿✻❁❂
❲✯ ✻✼✽✿✺ ❉❀❂ ❳❂ ❨❀✽✿❩✯✻✻❧ ●✱❀ ❤❀✱❅❧✵❧✿❏ ❄✴✱✿✯❁ ✱● ❍❬❍❭❂ ❍✼❧❁ ✰✱❀✺
✳❁✯✵ ✻✼✯ ❘✱❳❧✱▼✱✴❃ ✼❧❏✼◗❪✯✴✵ ◆▼❘ ✽✿✵ ✻✼✯ ❧❁✱✻✱❤❧❄ ✴✽❯✯✴❧✿❏ ●✽❄❧✴◗
❧✻❧✯❁ ✽✻ ✻✼✯ ❫❀✯✿✱❯✴✯ ■✿❁✻❀✳❄✻ ❴✯✿✻❀✯ ❵■❇❳❫❛ ❜▼❇ ❝❞❢❥ ❴◆❘❇◗❴❬❊◗
❜♥❨◗❬▼❳♦q ✰❧✻✼ ❁✳❤❤✱❀✻ ●❀✱s ❨❘■❇❳■ ❵❊◆❘◗❢r◗■◆❇❳◗r❞◗r❭q ✽✿✵
❫❘❊♦ ❵❊◆❘◗❢r◗♦❊❳✉◗②③◗r❢q ✰❧✻✼❧✿ ✻✼✯ ❫❀✯✿✱❯✴✯ P✽❀✻✿✯❀❁✼❧❤ ●✱❀
❇✻❀✳❄✻✳❀✽✴ ❳❧✱✴✱❏❋ ❵P❇❳q❂ ❍✼✯ ❀✯❁✯✽❀❄✼ ✴✯✽✵❧✿❏ ✻✱ ✻✼✯❁✯ ❀✯❁✳✴✻❁ ✼✽❁
❀✯❄✯❧❅✯✵ ●✳✿✵❧✿❏ ●❀✱s ✻✼✯ ❬✳❀✱❤✯✽✿ ❘✯❁✯✽❀❄✼ ❴✱✳✿❄❧✴ ✳✿✵✯❀ ✻✼✯
❬✳❀✱❤✯✽✿ ❴✱ss✳✿❧✻❋④❁ ❇✯❅✯✿✻✼ ❨❀✽s✯✰✱❀✺ P❀✱❏❀✽s ❨P⑤⑥❭rr⑤◗❭r❢❝
❫❀✽✿✻ ❊❏❀✯✯s✯✿✻ ✿✱❂ ❭⑦r❥❥⑤❂

⑧⑨⑩⑨❶⑨❷❸⑨❹

❊s✯❀✱ ❴❃ ❇❄✼✽✿✵✽ P❃ ❉✳❀✽➠ ▼❊❃ ❊❋✽✴✽ ■❃ ▼✽❀❧✱✿ ❉❃ ❨❀✽✿❩✯✻✻❧ ❳❃
❳❀✳✻❁❄✼✯❀ ❳❃ ❳✱❧❁❯✱✳❅❧✯❀ ♥ ❵❭rr③q ❨✽❁✻ ✻✰✱◗✵❧s✯✿❁❧✱✿✽✴ ◆▼❘
❁❤✯❄✻❀✱❁❄✱❤❋ ✱● ✼❧❏✼ s✱✴✯❄✳✴✽❀ ✰✯❧❏✼✻ ❤❀✱✻✯❧✿ ✽❁❁✯s❯✴❧✯❁❂ ♥ ❊s
❴✼✯s ❇✱❄ ❢❝❢❺❝②②❥❻❝②②③

❊s✯❀✱ ❴❃ ❉✳❀✽➠ ▼❊❃ ◆✱❧❀❄✴✯❀❄◗❇✽❅✱❋✯ ▼❃ P✯❀✱✴✴❧✯❀ ❊❃ ❫✽✴✴✯✻ ❳❃ P✴✯❅❧✿
▼♥❃ ❱✯❀✿✯✻ ❍❃ ❨❀✽✿❩✯✻✻❧ ❳❃ ❳✱❧❁❯✱✳❅❧✯❀ ♥ ❵❭r❢❢q ❊ ❁❋❁✻✯s✽✻❧❄
s✳✻✽❏✯✿✯❁❧❁◗✵❀❧❅✯✿ ❁✻❀✽✻✯❏❋ ●✱❀ ❁❧✻✯◗❀✯❁✱✴❅✯✵ ◆▼❘ ❁✻✳✵❧✯❁ ✱●
❁✳❤❀✽s✱✴✯❄✳✴✽❀ ✽❁❁✯s❯✴❧✯❁❂ ♥ ❳❧✱s✱✴ ◆▼❘ ❞r❺❭❭③❻❭❝⑦

❊❋✽✴✽ ■❃ ❇✱✳✿❧✯❀ ❘❃ ❜❁✯➠ ◆❃ ❫✽✿❁ P❃ ❳✱❧❁❯✱✳❅❧✯❀ ♥ ❵❭rr③q ❊✿ ✯●❪❄❧✯✿✻
❤❀✱✻✱❄✱✴ ●✱❀ ✻✼✯ ❄✱s❤✴✯✻✯ ❧✿❄✱❀❤✱❀✽✻❧✱✿ ✱● s✯✻✼❋✴◗❤❀✱✻✱✿✽✻✯✵
✽✴✽✿❧✿✯ ❧✿ ❤✯❀✵✯✳✻✯❀✽✻✯✵ ❤❀✱✻✯❧✿❂ ♥ ❳❧✱s✱✴ ◆▼❘ ②❝❺❢❢❢❻❢❢③

❊❋✽✴✽ ■❃ ❼✽s✯✴❧✿ ❖❃ ❊s✯❀✱ ❴❃ P✯❁❁✯❋ ❖❃ P✴✯❅❧✿ ▼♥❃ ❫✽✿❁ P❃
❳✱❧❁❯✱✳❅❧✯❀ ♥ ❵❭r❢❭q ❊✿ ✱❤✻❧s❧❩✯✵ ❧❁✱✻✱❤❧❄ ✴✽❯✯✴✴❧✿❏ ❁✻❀✽✻✯❏❋ ✱●
❧❁✱✴✯✳❄❧✿✯◗❽❾ s✯✻✼❋✴ ❏❀✱✳❤❁ ●✱❀ ❁✱✴✳✻❧✱✿ ◆▼❘ ❁✻✳✵❧✯❁ ✱● ✼❧❏✼
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2.3 Attribution des groupements méthyles de protéines

ou d’assemblage de haut poids moléculaire

Dans les parties précédentes, il a été montré qu’il est possible d’observer des spectres

2D (1H,13C) HMQC de PhCpn avec deux marquages de groupements méthyles malgré la

taille de PhCpn (960 kDa) largement supérieure aux limitations de l’étude de protéine

par RMN du liquide. Cependant, pour réaliser des études fonctionnelles, dynamiques ou

structurales il va être indispensable d’attribuer les signaux de ces groupements méthyles.

La stratégie classique pour obtenir l’attribution de petite protéine par RMN repose sur

l’enregistrement d’une série d’expériences RMN hétéro-nucléaire multi-dimensionnelle qui

permettent d’obtenir de manière séquentielle l’attribution de la chaîne polypeptidique de

la protéine et des chaînes latérales. La protéine monomérique de plus haut moléculaire

ayant été attribuée par cette stratégie est la protéine MSG (82 kDa). Pour cette protéine,

l’attribution des groupements méthyles a été transférée à partir de l’attribution de la

chaîne polypeptidique (210). Cependant, pour des protéines d’une taille supérieure à 100

kDa cette stratégie ne va pas être applicable.

2.3.1 Stratégies d’attribution des groupements méthyles pour des

protéines ou des assemblages de haut poids moléculaire

Avec l’étude de plusieurs protéines ou assemblages de plus de 100 kDa, durant les dernières

années, différentes stratégies alternatives ont été développées pour permettre l’attribution

des groupements méthyles des protéines d’une taille supérieure à 100 kDa.

Dans partie suivante, nous allons présenter ces différentes stratégies ainsi que leurs avan-

tages et inconvénients. Pour chaque stratégie, un exemple d’application publié dans la

littérature va être donné.

2.3.1.1 Diviser pour conquérir

Attribution par domaine pour les protéines multi-domaines :

Cette stratégie s’applique à des protéines d’une taille supérieure aux limites de taille de la

RMN du liquide mais qui peuvent être découpées en sous-domaines d’une taille accessible

pour la RMN du liquide. Pour que cette méthode soit applicable, il est nécessaire que les
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domaines de la protéine puissent se replier indépendamment avec un repliement similaire

à la forme native de la protéine. De plus, les spectres de la protéine et des sous-domaines

devront être suffisamment proche pour que le transfert d’attribution soit possible.

Cette stratégie a été appliquée pour l’attribution de la protéine SecA (homo-dimère de

204 kDa) (195). Pour son attribution, la protéine SecA a été coupée en trois domaines

qui ont pu être attribués séparément. L’attribution des domaines a ensuite été transférée

à la forme native de la protéine avec une attribution presque complète des groupements

méthyles. Les attributions manquantes ont été obtenues en utilisant des données nOe et

par mutagenèse pour certains résidus.

Attribution par déconstruction d’une particule oligomérique :

Cette stratégie consiste en la division d’une particule oligomérique en particules d’un degré

d’oligomérisation inférieure qui pourront être attribuées par des méthodes d’attribution

classique. Cependant, pour appliquer cette stratégie, il est nécessaire que le complexe natif

puisse être scindé en sous-parties et que les spectres correspondant à ces sous-parties ne

diffère pas trop du spectre du complexe natif. L’attribution de la sous partie du complexe

est ensuite transférée au complexe natif.

Cette stratégie a permis l’attribution du protéasome un oligomère de 720 kDa (194). En

utilisant des mutants, il a été possible de diviser la particule en deux et également d’ob-

tenir le monomère de 20 kDa. Le monomère a ensuite été attribué avec des expériences

RMN classiques. Cette attribution a été transférée du monomère à la demi particule puis

finalement au complexe natif. Pour les attributions manquantes des données nOe ont été

utilisées et les résidus n’ayant pas pu être attribués lors des étapes précédentes ont été

attribués par mutagenèse.

Une des limitations majeures de cette stratégie est quelle nécessite de nombreuses étapes

pour trouver les conditions expérimentales permettant de déstabiliser l’interface entre les

sous-unités sans modifier de manière trop importante la structure du monomère.

2.3.1.2 Attribution des groupements méthyles par mutagenèse (SeSAM)

Cette stratégie peut être appliquée à des protéines ou des assemblages de haut poids

moléculaire. Le groupement méthyle de tous les résidus d’un type A va être marqué et

dans un même temps un des résidus du type A va être muté en un type de résidu B, non
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marqué, présentant des caractéristiques proches de A (196). En analysant, les spectres

2D (1H,13C) HMQC de la protéine de référence et du mutant, le signal du résidu muté ne

sera plus présent et pourra être attribué.

Une des limitations de cette stratégie est que la mutation d’un résidu va entraîner une

modification de l’environnement chimique des résidus voisins. Cela va pouvoir causer des

déplacements chimiques secondaires (DCS) du signal de ces résidus qui vont rendre l’ana-

lyse des spectres complexe. Ainsi, l’attribution complète d’un type de résidu nécessitera

d’analyser la librairie complète des mutants de ce type de résidu pour comprendre les

effets des mutations.

2.3.2 Quelle stratégie utiliser pour l’attribution des groupements

méthyles de PhCpn ?

Pour l’attribution des groupements méthyles de PhCPn deux stratégies était théorique-

ment possible : la déconstruction de la particule oligomérique ou l’attribution par mutage-

nèse. Cependant, l’utilisation de la stratégie de déconstruction de la particule oligomérique

est difficilement applicable à PhCpn pour deux raisons :

(1) La masse moléculaire du monomère de PhCpn est de 60 kDa. Même si théorique-

ment l’attribution par RMN du liquide d’une protéine de 60 kDa est possible, cette taille

est supérieure à la taille des protéines étudiées en routine par RMN. Par conséquent, le

temps d’enregistrement et d’analyse des expériences RMN nécessaires pour l’attribution

du monomère de PhCpn aurait été très long en comparaison du temps nécessaire pour

une attribution par mutagenèse.

(2) Comme on peut l’observer avec la figure 2.7, les spectres 2D (1H,13C) HMQC du

monomère et de la forme native de PhCpn, avec un marquage du groupement méthyle

Met-[13CH3]-ǫ, présentent de nombreuses différences. Ces différences auraient rendu com-

plexe et peu fiable le transfert de l’attribution du monomère vers le complexe.

Pour ces raisons, nous avons choisi d’utiliser la stratégie d’attribution par mutagenèse pour

l’attribution des groupements méthyles de PhCpn. Cette stratégie va présenter l’avantage

de permettre d’utiliser PhCpn dans son état d’oligomérisation natif et également de né-

cessiter un temps beaucoup plus raisonnable en comparaison du temps nécessaire pour

l’attribution d’une protéine de 60 kDa par RMN du liquide.
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2.4 Stratégie SeSAM pour l’attribution des groupements

méthyles d’assemblage de haut poids moléculaire

La première utilisation de mutagenèse de résidus pour attribuer les signaux RMN d’une

protéine remonte au début des années 80 (211, 212) et la première application de cette

stratégie pour l’attribution de groupements méthyles a été publiée au milieu des années

90 (213).

Ce n’est qu’avec les premières études de gros assemblage, pour lesquels les techniques

d’attributions classiques ne sont plus utilisable, que cette stratégie a commencé à être

appliquée d’une manière plus fréquente. Plusieurs assemblages de haut poids molécu-

laire allant de 200 kDa à 700 kDa ont été attribués en utilisant une combinaison de la

stratégie diviser pour conquérir avec une attribution par mutagenèse (ClpP (193), Pro-

téasome (194), SecA (195), Aspartate Transcarbamoylase (214)). Cependant, pour toutes

ces études l’attribution par mutagenèse n’a été utilisée que comme une méthode complé-

mentaire pour permettre l’attribution de signaux qui n’avait pas pu être attribués par la

stratégie diviser pour conquérir.

Un des arguments avancés par Sprangers et al. (194) pour justifier l’impossibilité d’utiliser

l’attribution par mutagenèse comme stratégie d’attribution principale est que pour une

majorité de mutants le nombre important de déplacement chimique secondaire (DCS) va

rendre impossible l’attribution non-ambigu d’un signal. Il est possible d’expliquer l’ob-

servation de nombreux DCS dans ces expériences par le fait qu’un échantillon avec un

marquage de cinq groupements méthyles (Ile-δ1, Val-proS, Val-proR, Leu-proS, Leu-proR)

a été utilisé. En effet, le marquage de plusieurs groupements méthyles va avoir pour effet

d’augmenter de manière très importante le nombre de DCS pour chaque mutation.

Théoriquement, il devrait être possible de diminuer le nombre de DCS par mutant en ne

marquant qu’un seul type de groupement méthyle et ainsi de rendre beaucoup plus simple

l’analyse des spectres 2D (1H, 13C) HMQC des mutants.

La première application de la stratégie de mutagenèse avec le marquage d’un seul type de

groupement méthyle a été publiée par Amero et al. en 2011 (196). Cette étude a permis

de démontrer qu’en limitant le marquage à un seul type de résidu, il est possible d’at-

tribuer par mutagenèse le groupement méthyle de tous les résidus alanines et isoleucines

d’un complexe de 500 kDa. Cette étude a également permis de confirmer que le marquage
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d’un seul type de groupement méthyle permet de réduire les DCS avec environ 50% des

mutants pour lesquels aucune modification significative du spectre 2D (1H, 13C) HMQC

n’était observable.

À notre connaissance, aucune étude qualitative n’a été publiée sur le lien entre la mutation

d’un résidu et l’observation de DCS sur le spectre 2D (1H, 13C) HMQC des mutants. Dans

la partie suivante, une étude statistique sur le lien entre DCS et mutation de différents

résidus de la protéine TET2 va être présentée.

2.4.1 Analyse statistique des déplacements chimiques secondaires

causés par la mutation d’un résidu

Pendant ma thèse, l’analyse des effets de 100 mutations ponctuelles sur les spectres 2D

(1H, 13C) HMQC de la protéine TET2 a été réalisée par une étudiante de master dont

j’ai assuré la co-supervision. Ces résultats présentent un intérêt particulier pour aider à

mieux comprendre les prochaines parties. Par conséquent, nous avons choisi de les pré-

senter ci-dessous.

Les mutants ponctuels de la protéine TET2 ont été produits et purifiés selon le protocole

présenté dans le paragraphe 2.4.2. Le but de cette expérience ne va pas être d’attribuer

les signaux des résidus de TET2 mais d’observer les DCS consécutifs à la mutation d’un

résidu. Par conséquent, pour chaque série de mutant le type de résidu qui a été muté est

différent du type de résidu qui a été marqué. Ainsi, toutes les modifications observées

sur les spectres 2D (1H,13C) HMQC seront des DCS. Les trois séries de mutations et les

marquages de groupements méthyles utilisés pour cette expérience sont résumés dans le

tableau 2.2.

Mutation Marquage

Valine → Alanine (37) Isoleucine δ1
Alanine → Valine (30) Isoleucine δ1

Isoleucine → Leucine (33) Alanine Cβ

Table 2.2: Mutations et marquages utilisés pour l’analyse de l’effet des muta-

tions ponctuelles sur les spectres 2D (1H,13C) HMQC
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Le protocole d’attribution par la stratégie améliorée est présenté dans la figure 2.9(b). Un

des avantages de ce protocole est l’utilisation d’un milieu de culture "riche" qui permet

d’augmenter la densité de cellule et ainsi de diminuer le volume des cultures. Un volume

réduit, entre 5 et 10 mL, permet de simplifier la production des mutants en réalisant les

cultures en parallèle avec des plaques 24 puits. Les mutants sont ensuite purifiés en paral-

lèle avec des plaques 96 puits remplies avec des résines appropriées pour la purification de

la protéine. Ces améliorations permettent la préparation des mutants en quelques jours

plutôt que plusieurs semaines et de diminuer le coût en isotope par un facteur deux (215).

La sonde et les tubes RMN utilisés vont également avoir un effet important sur la quantité

de protéines nécessaire pour chaque mutant et par conséquent sur le volume des cultures.

Pour limiter les quantités d’échantillons, il va être nécessaire d’utiliser une sonde avec un

petit diamètre qui permet de concentrer la protéine pour optimiser la quantité de spin

présent dans le volume de détection.

Pour l’analyse des mutants de PhCpn, une micro-sonde cryogénique 1.7 mm adaptées au

petit volume (≈ 35 µL ) a été utilisée. Cette sonde permet d’augmenter la sensibilité des

expériences 2D (1H,13C) HMQC par un facteur deux et de réduire le volume de culture

(≈ 10 mL par mutant) en comparaison d’une sonde 5 mm. Combiné avec un système de

passeur d’échantillon l’utilisation de cette sonde a permis d’enregistrer les spectres 2D

(1H,13C) HMQC d’une librairie de plusieurs dizaines de mutants en un week-end.
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2.5 Attribution des groupements méthyles Val-[13CH3]-

proS et Met-[13CH3]-ǫ de PhCpn

Pour obtenir l’attribution des groupements méthyles Val-[13CH3]-proS et Met-[13CH3]-ǫ

la librairie complète des mutations ponctuelles Méthionine → Leucine et Valine → Ala-

nine a été produite et purifiée en utilisant une variation de la stratégie décrite dans la

partie 2.4.2. Pour tous les mutants, l’acquisition des données a été réalisée à 75◦C sur un

spectromètre opérant à une fréquence du proton de 850 MHz et équipé d’une micro-sonde

cryogénique 1.7 mm. Tampon 2H2O : MES 25 mM (pH 6.5), KCl 100 mM, NaCl 50 mM

et MgCl2 25 mM.

Comme cela a été montré précédemment pour l’application de la stratégie de mutagenèse,

il va être très important de ne marquer qu’un seul type de groupement méthyle pour

limiter la probabilité d’observer des DCS. Le marquage résidu et stéréo-spécifique des

valines est ici particulièrement important car il va permettre de ne marquer qu’un seul

groupement méthyle alors que l’utilisation du marquage non stéréospécifique des valines

et des leucines aurait augmenté de manière significative les DCS rendant l’analyse des

spectres extrêmement complexe.

Les spectres 2D (1H,13C) HMQC des mutants ont été divisés en trois catégories en fonc-

tion des effets plus ou moins importants des mutations sur les signaux des autres résidus.

(1) La mutation d’un résidu n’affecte que modérément les autres signaux permettant une

attribution non ambigu du signal du résidu muté.

(2) La mutation d’un résidu cause le déplacement de plusieurs autres signaux. Ces chan-

gements peuvent rendre plus complexe l’attribution du mutant et selon l’importance des

modifications l’analyse de la librairie complète de mutants est nécessaire pour réaliser

l’attribution.

(3) Dans les cas les plus complexe le signal d’un résidu va être dans une zone avec plusieurs

recouvrements ou la mutation du résidu va entraîner des modifications trop importante

du spectre RMN 2D (1H,13C) HMQC pour conclure sur l’attribution d’un signal. Pour ces

résidus, l’attribution va être obtenue en utilisant une expérience RMN NOESY méthyle-

méthyle en combinaison avec l’analyse de la position de ces résidus dans le modèle de la
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conformation ouverte de PhCpn.

2.5.0.1 Cas simple permettant l’attribution du signal du mutant

Les figures 2.10, 2.11, 2.12 présentent des zooms sur des spectres de mutants méthionines

et valines (rouge) superposés sur la référence de PhCpn (noir). Ces mutants représentent

les cas où l’attribution du résidu muté a pu être réalisée sans nécessiter des analyses com-

plémentaires. L’attribution du signal correspondant au mutant est indiqué en rouge et si

des signaux sont affectés par la mutation il sont indiqués en noir avec une flèche noire

pour montrer leur déplacement. Cette étape d’analyse a permis l’attribution des signaux

de 75% des méthionines et 50% des valines.
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2.5.0.2 Modifications de plusieurs signaux qui n’empêchent pas de conclure

sur l’attribution du mutant

Les spectres 2D (1H,13C) HMQC des mutants entraînant des modifications spectrales

qui nécessitent une analyse plus complexe sont présentés dans la figure 2.13 et vont être

analysés ci dessous. Pour cette analyse l’attribution partielle obtenue précédemment et

le modèle de la conformation ouverte de PhCpn vont être utilisés dans le processus de

confirmation des attributions.

On notera ici que l’analyse de ces mutants nécessite une vue d’ensemble de l’attribution

de la librairie de mutants et que l’attribution d’un mutant i peut nécessiter des informa-

tions obtenues grâce au mutant i+1. Cependant, pour plus de clarté, les mutants vont

être analysés dans un ordre séquentielle du résidu N-terminale au résidu C-terminale. .

Attribution de la valine 39 (figure 2.13(a)) :

La mutation de la valine 39 permet d’observer la disparition d’un signal de faible intensité

entre deux signaux intenses. Ce signal pourrait correspondre à la valine 39, mais la pré-

sence des signaux intenses empêche de conclure sur l’attribution de cette valine seulement

avec le spectre de son mutant.

L’observation du spectre du mutant de la valine 226 (figure 2.13(f)) montre qu’après la

mutation d’un des deux résidus correspondant à un de ces signaux intenses, il est possible

d’observer un signal à la position attendue pour le signal de la valine 39. Il a été également

possible d’observer un pic de corrélation nOe entre la valine 39 et la valine 53 qui permet

de confirmer l’attribution de la valine 39.

Attribution de la valine 153 (figure 2.13(b)) :

La mutation de la valine 153 affectent deux signaux mais un de ces signaux a déjà été

attribué à la valine 333. L’autre signal qui n’est plus observable peut donc être attribué

à la valine 153.

Attribution de la valine 182 (figure 2.13(c)) :

La mutation de la valine 182 semble causer la disparition d’un signal et le déplacement

de plusieurs signaux. Les signaux qui sont déplacés ont été attribués et correspondent à

des résidus situés à proximité de la valine 182. Le valine 182 peut donc être attribuée au

signal qui n’est plus observable avec la mutation.
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Attribution de la valine 195 (figure 2.13(d)) :

La mutation de la valine 195 entraîne la modification de trois signaux. Un de ces signaux

n’est plus observable et les deux autres signaux semblent être déplacés par la mutation

de la valine 195. Les deux signaux déplacés ont été attribués de manière non ambigu aux

valines 85 et 372. Le signal qui disparaît peut donc être attribué à la valine 195.

Attribution de la valine 219 (figure 2.13(e)) :

Un signal n’est plus observable avec la mutation de la valine 219 et un autre signal semble

être déplacé par la mutation de la valine 219. Le signal déplacé a été attribué à la valine

363 qui est située à proximité de la valine 219. Il est donc possible d’attribuer le signal

qui disparaît à la valine 219.

Attribution de la valine 226 (figure 2.13(f)) :

Avec la mutation de la valine 226, un signal n’est plus observable et deux autres signaux

semblent être déplacés. Les deux signaux déplacés correspondent aux valines 20 et 333 qui

ont été attribuées précédemment et sont situées à proximité de la valine 226. L’attribution

de la valine 226 peut donc être confirmée pour le signal qui n’est plus observable avec la

mutation.

Attribution des valines 286 et 355 (figure 2.13(g,h)) :

L’analyse des mutants des valines 286 et 355 doit être réalisée en parallèle pour com-

prendre l’attribution des signaux de ces deux résidus.

Les signaux de ces deux valines sont superposés mais la mutation de chacun de ces résidus

permet de distinguer la disparition d’un signal et de réaliser l’attribution de ces résidus.

Ces attributions ont également pu être confirmées par l’observation de deux groupes de

pics de corrélation nOe séparés pour ces résidus dans l’expérience NOESY.

Attribution de la valine 500 (figure 2.13(i)) :

Plusieurs signaux sont affectés par la mutation de la valine 500. Cependant, ces signaux

correspondent à des résidus proches de la valine 500 dans la structure et qui ont déjà été

attribués. Par conséquent, on peut attribuer le signal restant à la valine 500.

Attribution des méthionines 81 et 514 (figure 2.13(j,l)) :

Ces deux méthionines sont situées à proximité l’une de l’autre et correspondent à deux

signaux superposés dans le spectre 2D (1H,13C) HMQC, ce qui va rendre complexe leur
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attribution. La mutation de chacune de ces méthionines déplace le signal de la méthionine

51 qui est située à proximité de ces méthionines et ce signal peut donc être écarté pour

se concentrer sur les signaux correspondant aux deux autres méthionines.

Avec la mutation de la méthionine 81 un signal n’est plus observable. Cependant la mu-

tation de la méthionine 514 semble indiquer que ce signal correspond à deux signaux

superposés. En prenant en compte ce fait, il est possible d’observer que la mutation de

la méthionine 81 déplace le signal de la méthionine 514. La combinaison de ces différents

éléments permet de proposer une attribution pour ces deux méthionines.

Attribution de la méthionine 275 (figure 2.13(k)) :

La mutation de la valine 275 entraîne la modification de deux signaux. Un de ces signaux

correspond à la méthionine 279 qui est déplacée par la mutation de la méthionine 275.

L’autre signal peut donc être attribué à la méthionine 275.
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2.5.0.3 Attribution des cas les plus complexes à l’aide de l’expérience 3D

HMQC-NOESY méthyle-méthyle

Dans cette partie, nous allons traiter les mutants pour lesquels aucune attribution n’a

été possible par la simple analyse des spectres 2D (1H,13C) HMQC. A cette étape 70%

de valines ont été attribuées et toutes les méthionines ont été attribuées. Il est possible

d’utiliser les résidus non-attribués restant comme départ pour l’attribution.

Pour attribuer ces résidus nous allons combiner l’analyse des données de mutagenèse

avec une expérience 3D HMQC-NOESY. Cette expérience a été enregistrée à 75◦C en 90

heures avec un échantillon de PhCpn U-[15N,12C,2H], Met-[13CH3]-ǫ, Val-[13CH3]-proS à

une concentration de 0.75 mM sur un spectromètre Bruker opérant à une fréquence du

proton de 950 MHz et équipé d’une sonde cryogénique avec (128, 1370) points dans les

dimensions (13C,1H). Un temps de mélange nOe de 600 ms (qui correspond au temps de

mélange nOe optimal déterminé à partir de l’intensité des pics de corrélation nOe pour

une série de spectre 2D NOESY. Huit scans ont été enregistrés pour chaque FID avec un

délai de recyclage de 1.8 sec.

À partir du volume de PhCpn, il est possible de prédire un τc d’environ 300 ns à une

température de 75◦C. En théorie, on devrait pouvoir observer des pics de corrélation nOe

jusqu’à une distance d’environ 7 à 8 Å qui devrait être suffisante pour attribuer/confirmer

la majorité des résidus (188).

Comme dans la partie précédente, les résidus vont être traités de manière séquentielle

mais chaque résidu est analysé en prenant en compte la totalité des informations obte-

nues grâce à la banque complète de mutants, des DCS et des nOes. Les figures 2.14 à 2.23

présentent des extraits 2D de l’expérience 3D HMQC-NOESY et la position des résidus

correspondant dans le modèle de la conformation ouverte de PhCpn.
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2.5.0.4 Combinaison de l’utilisation des DCS et des nOe pour la confirmation

des attributions

La confirmation des attributions obtenues par la stratégie de mutagenèse a été réalisée en

utilisant d’une part l’observation de DCS pour le signal de chaque résidu et d’autre part

l’observation de nOe entre les signaux des résidus.

Confirmation de l’attribution avec les DCS :

Pour confirmer les attributions obtenues par mutagenèse, nous avons suivi les modifica-

tions du signal de chaque résidu sur le spectre de tous les mutants. Il a été ainsi possible

de calculer le nombre de mutants qui entraîne un DCS pour chaque résidu. Les valeurs

qui ont été calculées sont données dans le tableau 2.3. Une étoile indique que le signal

d’un résidu est dans une zone avec plusieurs superpositions et qu’il n’est pas possible, de

manière non ambiguë, de caractériser les DCS pour ce signal. Pour chaque DCS, il a été

vérifié que le résidu dont le signal est affecté se situe à une distance inférieure à 20 Å du

mutant dans le modèle de la conformation ouverte de PhCpn.

Le nombre de DCS pour le signal de chaque résidu est en moyenne de 4 DCS pour les va-

lines et 2 DCS pour les méthionines. La différence entre les deux marquages est cohérente

avec le nombre de résidu correspondant à ces deux résidus. En effet, les résidus valines

étant plus nombreux cela va favoriser l’observation d’un plus grand nombre de DCS pour

chaque résidu. L’observation d’un nombre relativement important de DCS pour les deux

marquages permet de confirmer l’attribution réalisée par mutagenèse.

Confirmation de l’attribution avec l’expérience 3D HMQC-NOESY :

Comme cela a été décrit précédemment, il va être intéressant de pouvoir confirmer l’attri-

bution avec des données indépendantes provenant d’une expérience 3D HMQC-NOESY.

L’utilisation d’un marquage combinatoire a été ici très importante pour augmenter le

nombre de résidu suffisamment proche les uns des autres pour pouvoir observer un pic

de corrélation nOe. Cela est d’autant plus vrai pour la confirmation de l’attribution du

groupement méthyle Met-[13CH3]-ǫ qui sans le marquage combinatoire avec le groupement

méthyle Val-[13CH3]-proS ne permettraient d’observer que très peu de pic de corrélation

nOe.

L’expérience 3D HMQC-NOESY a été analysée en comparant les pics de corrélation nOe

avec la position des résidus dans le modèle de la conformation ouverte de PhCpn.
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Le tableau 2.3 montre qu’il est possible d’observer en moyenne 1,5 nOe par résidu pour les

valines et les méthionines. Pour environ 17% des résidus aucun nOe n’a pu être observé,

l’analyse de la position de ces résidus dans le modèle de la conformation ouverte de PhCpn

montre qu’ils correspondent majoritairement à des résidus isolés. Pour les autres résidus,

en prenant une limite maximum de 7 Å, il était attendu d’observer environ 106 pics de cor-

rélation nOe et nous avons pu en observer 87. L’observation de 82% des pics de corrélation

nOe prédit avec la structure permet d’apporter une seconde confirmation des attributions.

Met DCS nOe

27 2 2

48 1 0

51 3 1

72 2 3

81 2 2

82 2 1

159 1 0

230 2 0

275 1 3

279 1 5

321 1 4

360 1 2

489 2 1

490 1 3

514 2 0

Val DCS nOe

20 4 2

39 * 1

53 3 1

60 * 0

83 * 2

85 3 2

146 3 1

153 2 2

179 6 1

182 7 1

185 5 2

195 4 1

210 3 2

219 6 2

220 6 3

225 6 2

226 2 0

248 0 2

280 * 1

286 * 0

290 6 1

Val DCS nOe

291 3 2

293 5 3

313 6 2

316 6 4

333 5 3

350 2 1

355 * 2

363 6 2

372 2 2

384 * 1

387 3 1

397 2 1

398 6 2

429 * 0

446 5 0

466 0 0

481 3 0

494 1 1

498 6 1

500 0 1

521 3 2

Table 2.3: Tableau résumant les DCS et les nOes observés pour les signaux des résidus

valines et méthionines de PhCpn
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Met H(ǫ) C(ǫ)

27 2.044 17.311

48 2.135 16.841

51 1.868 17.060

72 2.078 17.245

81 1.945 16.654

82 2.000 18.153

159 2.084 16.599

230 1.975 16.957

275 2.130 17.333

279 2.107 17.932

321 1.918 17.705

360 1.774 17.269

489 1.958 18.441

490 1.950 17.021

514 1.942 16.539

Val H(proS) C( proS)

20 1.056 22.389

39 0.994 21.509

53 0.791 20.574

60 0.920 20.696

83 0.950 20.754

85 0.984 21.232

101 X X

102 X X

146 0.796 21.177

153 1.027 22.478

179 0.966 24.094

182 1.099 25.078

185 0.987 20.013

195 0.857 20.875

210 1.168 23.439

219 0.568 19.452

220 0.354 21.213

225 0.935 22.876

226 1.009 21.721

248 1.005 21.444

280 1.108 22.449

286 1.046 20.697

290 0.990 22.630

Val H(proS) C(proS)

291 0.765 21.979

293 0.826 22.916

313 0.417 21.379

316 0.922 23.883

333 1.026 22.746

350 0.980 22.765

355 1.027 20.693

363 0.768 20.092

372 0.894 21.536

383 X X

384 1.095 22.410

387 1.113 23.842

397 1.183 22.627

398 1.097 23.894

429 0.385 21.680

446 0.933 22.297

464 X X

466 1.090 22.264

481 0.672 18.820

494 0.913 20.296

498 0.982 24.152

500 1.122 22.267

521 1.054 22.929

Table 2.4: Tableau résumant l’attribution des groupements méthyles Val-[13CH3]-proS et

Met-[13CH3]-ǫ de PhCpn.
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Chapitre 3

Étude du cycle fonctionnel du

thermosome de Pyrococcus horikoshii

par RMN

3.1 Production et purification du thermosome de Py-

rococcus horikoshii (PhCpn)

3.1.1 Production de PhCpn

Le génome des archées du genre Pyrococcus ne contiennent qu’un gène codant pour une

chaperonine par génome (216). Le gène codant pour le thermosome de Pyrococcus ho-

rikoshii OT3 (PhCpn) a été cloné dans un vecteur d’expression pET41c et la protéine

sur-exprimée, par induction à l’IPTG, dans des bactéries Escherichia coli de souche BL21

DE3 RIL. Les cultures de bactéries ont été réalisées en milieu minimum M9 1H2O ou mi-

lieu minium M9 2H2O. À l’exception du rendement final en protéine, aucune différence n’a

été observée entre la production en 1H2O et en 2H2O. Les résultats présentés ci-dessous

correspondent à la purification de PhCpn sur-exprimé en milieu minium M9 2H2O.

Le protocole de purification permet d’obtenir la particule native de PhCpn avec des ren-

dements de l’ordre de 40 mg par litre de culture en milieu minimum M9 1H2O et 20 mg

par litre de culture en milieu minimum M9 2H2O. Les protocoles de production et de

purification sont donnés en annexe.
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(PhCpn)

Même si ces étapes de purification permettent d’obtenir PhCpn sans contaminant pro-

téique, il a été nécessaire d’utiliser une chromatographie d’exclusion stérique (CE) pour

caractériser l’état d’oligomérisation de PhCpn. Pour cela, nous avons injecté l’échantillon

de PhCpn sur une colonne de CE (Superdex 200 Increase 10/300 GE) qui a été utilisée

lors de la purification de thermosomes dans plusieurs études (125, 140, 180, 182, 217). Le

chromatogramme de la figure 3.1(b) permet d’observer trois espèces majoritaires corres-

pondant à des protéines (f1, f2 et f3). Ces espèces sur un gel SDS-PAGE (figure 3.1(a)),

migrent avec une masse moléculaire d’environ 60 kDa, qui correspond à celle du monomère

de PhCpn. Les signaux observables à partir d’un volume d’élution de 15 mL ne corres-

pondent pas à des protéines mais à des acides nucléiques (DO(254nm)>DO(280nm)). La

calibration de la colonne de CE donne une masse moléculaire d’environ 70 kDa pour le

signal f3 et d’environ 140 kDa pour le signal f2. Ces espèces pourraient donc correspondre

respectivement à un monomère et un dimère de PhCpn.

L’analyse du signal f1 est plus complexe. Comme on peut l’observer, ce signal correspond

à la superposition de deux signaux qui ne peuvent pas être séparés en utilisant cette co-

lonne de CE. De plus, le volume d’élution de ces signaux correspond au volume mort de la

colonne, ce qui rend impossible l’estimation d’une masse moléculaire pour ces particules

de PhCpn. Les données publiées dans la littérature sur la purification de thermosomes

permettent d’observer la purification de la forme native de thermosomes dans le volume

mort de colonnes de CE similaire à la colonne de CE (Superdex 200 Increase 10/300 GE)

(217). Par conséquent, un de ces signaux pourrait correspondre à la particule native de

PhCpn.

Une colonne de CE analytique (Agilent Sec-5A) permettant de séparer des espèces de

haut poids moléculaire a été utilisée pour caractériser les espèces dans la fraction corres-

pondant au signal f1. Le chromatogramme de la figure 3.2(a) permet d’observer que cette

fraction est composée d’au moins trois constituants. L’analyse des fractions correspondant

à chacune des espèces sur gel SDS-PAGE montre une migration similaire avec une masse

moléculaire d’environ 60 kDa (figure 3.2(b)).

D’après la calibration de la colonne, l’espèce un sort dans le volume mort de la colonne

analytique, la deuxième correspond à une espèce de haut poids moléculaire et la troisième

à une particule d’une masse moléculaire proche d’environ 700 kDa.
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La séparation de la forme supposée native de PhCpn nécessite l’utilisation d’un système

qui permet d’une part de séparer la forme supposée native de PhCpn de deux particules de

faible poids moléculaire (monomère et dimère) et d’autre part de la séparer des deux par-

ticules de très haut poids moléculaire correspondant entre autres aux "contaminations"

par des acides nucléiques.

La solution classique qui permet de résoudre ce problème est de réaliser deux étapes de

purification avec deux colonnes de CE différentes : une colonne qui permet de séparer

la forme supposée native de PhCpn des particules de faible poids moléculaire et une

deuxième colonne qui permet de séparer la forme native de PhCpn des particules de haut

poids moléculaires. Pour simplifier le protocole de purification et éviter la multiplication

d’étapes coûteuses en protéine, nous avons utilisé un montage de deux colonnes de CE

connectées en série (Superdex 200 16/60 et Sephacryl 500 HiPrep 16/60) qui permettent

respectivement de séparer des particules de faible poids moléculaire et de haut poids mo-

léculaire.

Le chromatogramme correspondant à ce montage en série de CE est présenté dans la

figure 3.4(a) avec trois espèces principales dont les fractions migrent sur un gel SDS-

PAGE (figure 3.4(c)) à une masse moléculaire correspondant à un monomère de PhCpn.

Pour caractériser l’état d’oligomérisation de PhCpn, les fractions correspondantes ont été

analysées sur un gel non dénaturant qui permet de préserver l’état d’oligomérisation des

particules (figure 3.4(d)).

Signal numéro 1 : La DO à 254 nm de ce signal montre qu’il correspond à un mélange

des deux espèces de haut poids moléculaire observées avec la CE analytique. Le fait que

la fraction correspondant à ce signal ne migre pas sur le gel non dénaturant est en accord

avec la présence d’agrégats de haut poids moléculaire.

Signal numéro 2 : La fraction correspondant à ce signal migre sur le gel non-dénaturant

avec une taille de l’ordre de 700 kDa qui pourrait correspondre à la forme native de

PhCpn.

Signal numéro 3 : Les protéines correspondant à ce signal migrent comme un mélange

de particules de tailles d’environ 60 kDa. Cela signal semble donc correspondre au mono-

mère de PhCpn.

Ces résultats montrent que l’utilisation du montage en série de deux colonnes de CE per-

met de séparer la forme supposée native de PhCpn des formes de haut poids moléculaire
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et al. pour le thermosome de Thermoplasma acidophilum (179) (microscopie électronique

avec une coloration négative) .

Une des explications données par Schoehn et al. (151) est que ce mélange de conforma-

tions serait un artefact lié à la préparation des échantillons à température ambiante :

"It should be noted, however, that the cryo EM grid preparation involves vitrification

from room temperature, and the observed distribution of complexes may reflect this non-

physiological temperature" (152)

Cet artefact ne nous permet pas de conclure quant à la conformation ouverte ou fermée

de la particule native de PhCpn. Cependant, les données publiées dans la littérature pour

des expériences biochimiques et biophysiques (135, 136, 137, 138, 139, 140) vont dans le

sens d’une conformation ouverte pour la forme apo des thermosomes.

3.1.2.4 Purification du PhCpn : Résumé du protocole permettant d’obtenir

la particule native de PhCpn

Le protocole du purification de PhCpn peut être résumé en trois étapes :

(1) : Choc thermique à 80◦C qui permet de séparer PhCpn de la majorité des protéines

d’E. coli.

(2) : Chromatographie échangeuse d’anions pour séparer PhCpn des contaminants pro-

téiques encore présents après le choc thermique.

(3) : Chromatographie d’exclusion stérique pour isoler la forme native de PhCpn des

particules avec un degré d’oligomérisation inférieur et des "agrégats" de PhCpn avec des

acides nucléiques.
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3.2 Détermination des conditions optimales pour l’étude

de PhCpn

Après avoir obtenu PhCpn dans un état d’oligomérisation natif, l’étape suivante a été de

mettre en place les conditions optimales pour son étude. La définition des conditions opti-

males pour l’étude d’une protéine peut prendre en compte différents paramètres comme sa

stabilité, la stabilité d’un état oligomérique ou son activité enzymatique. Pour l’étude de

PhCpn, deux paramètres semblent particulièrement importants : l’activité enzymatique

d’hydrolyse de l’ATP (activité ATPase) et l’état d’oligomérisation.

Tout d’abord, nous allons faire varier différents paramètres pour trouver des conditions

optimales pour PhCpn puis nous allons tester la stabilité de l’état d’oligomérisation de la

forme native de PhCpn.

3.2.1 Optimisation des conditions de l’activité ATPase de PhCpn

Le tableau 3.1 rassemble les données décrites dans la littérature sur l’activité ATPase de

différents thermosomes en fonction de plusieurs paramètres importants comme le pH, la

température ou la concentration en cations (K+, Mg2+, Mn2+, Co2+).

Organisme Activité Température KCl MgCl2 Autres pH Références

Sulfolobus shibatae 27.2 75◦C 5 mM 2 5 mM 7.5 (175)
Sulfolobus solfataricus 96.1 80◦C 10 mM 0.5 mM 8 (177)

Thermoplasma acidophilium 3.6 58◦C 50 mM 5 mM 7.5 (179)
Thermococcus strain KS-1 α : 38.4, β : 72 α : 70◦C, β : > 90◦C 300 mM 1 mM 7.2 (178)

Pyrococcus kodakaraensis KOD1 α : 8, β : 12.5 80◦C 4.5 mM 1.5 mM 7.2 (219)
Methanopyrus kandleri 129.6 100◦C 0 mM 2 mM (NH4)2SO4 6.5 (180)
Pyrococcus horikoshii 40.3 90◦C 150 mM 1 mM 7.5 (181)
Aeropyrum pernix K1. 288 90◦C 100 mM 5 mM 5.5 (182)
Pyrococcus Furiosus 62.4 90◦C 300 mM 10 mM MnCl2, CoCl2 7 (183)

Pyrococcus horikoshii 19.2 80◦C 150 mM 1 mM 7.5 (184)

Table 3.1: Activité ATPase de différents thermosomes - Données publiées dans la

littérature pour l’activité ATPase de différents thermosomes d’archées hyper-thermophiles.

Activité en mole d’ATP/minute/mole de thermosome(particule).

L’activité ATPase de PhCpn a été testée en fonction de la concentration en différents ions,

du pH et de la température. Pour ces différentes conditions, nous avons utilisé le même

protocole, hormis exception indiquée dans le texte. PhCpn a été incubé avec de l’ATP

pendant 30 minutes à une température de 80◦C ([PhCpn] = 0.7 µM et [ATP] = 10 mM),

puis la réaction a été stoppée par ajout du réactif de dosage du phosphate inorganique
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Concentration en ions : Comme indiqué précédemment, même si le Co2+ et le Mn2+

augmentent l’activité de PhCpn, il n’est pas possible d’utiliser des ions paramagnétiques

qui diminuent la sensibilité des expériences RMN. La concentration totale en ions devra

également être limitée car une concentration trop élevée sera défavorable pour la sensibi-

lité des expériences RMN.

Température : La température est également un facteur à prendre en compte avec une

limitation de 75◦C imposée par les caractéristiques techniques des cryo-sondes des spec-

tromètres RMN de l’institut. Cependant, pour PhCpn cette température est très proche

de la température optimale d’activité ATPase et ne va pas représenter une limitation.

En conclusion, les résultats présentés ci-dessus et les limitations de la technique nous

conduisent à choisir comme conditions expérimentales dans notre étude une température

de 75◦C, un pH de 6.5 et un tampon de composition 25 mM de MES, 100 mM de KCl,

50 mM de NaCl et 25 mM de MgCl2. Tous les expériences présentées dans les chapitres 3

et 4 ont été enregistrées avec ce tampon.

Pour limiter les effets de l’importante concentration en ions de notre tampons, nous avons

utilisé des tubes RMN 1.7 mm, shigemi 3 mm, ou shigemi 5 mm adaptés pour les fortes

concentrations en ions.
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3.3 Identification des signaux RMN des conformations

ouvertes et fermées de PhCpn

Comme nous l’avons indiqué précédemment, un seul signal a été observé pour chacun des

groupements méthyles Val-[13CH3]-proS et Met-[13CH3]-ǫ de PhCpn (chapitre 2). Cela sug-

gère que dans la forme apo de PhCpn à 75◦C, les sous-unités sont soit toutes dans le même

état conformationnel, soit en échange rapide à l’échelle de temps d’une expérience RMN.

Les données publiées dans la littérature conduisent à favoriser la première hypothèse où

la forme apo de PhCpn serait dans une conformation ouverte (135, 136, 137, 138, 139, 140).

Dans les modèles du cycle conformationnel des chaperonines du groupe II, (présenté dans

l’introduction), la liaison et/ou l’hydrolyse de l’ATP induisent le passage des particules

d’une conformation ouverte à une conformation fermée, puis a un retour vers la conforma-

tion ouverte après l’hydrolyse de l’ATP. En présence d’ATP, on s’attend donc à observer

des signaux RMN correspondant au mélange des conformations ouvertes et fermées, qui

vont rapidement évoluer avec l’hydrolyse de l’ATP. La première étape de l’étude par RMN

du cycle conformationnel va donc être d’identifier les signaux correspondant à chaque

conformation.

Une stratégie couramment utilisée pour identifier ces différents états est l’utilisation d’ana-

logues non-hydrolysables de l’ATP. Ces analogues simulent l’effet de la liaison de l’ATP

tout en conservant la chaperonne dans un état conformationnel stable.

Pour appliquer cette stratégie, il a fallu choisir parmi les deux marquages de groupements

méthyles ( Val-[13CH3]-proS ou Met-[13CH3]-ǫ) qui ont été présentés dans le chapitre 2.

Il est nécessaire d’avoir un nombre suffisant de sondes de l’état conformationnel de PhCpn

réparties de préférence de façon homogène dans la structure. Toutefois, un trop grand

nombre de sondes risque d’entraîner de nombreux recouvrements entre les signaux si plu-

sieurs conformations sont présentes. De plus, il va falloir utiliser un marquage permettant

d’obtenir une sensibilité et une résolution suffisantes avec un temps d’enregistrement des

expériences 2D (1H,13C) HMQC de l’ordre de quelques minutes.

Le marquage du groupement méthyle Met-[13CH3]-ǫ représente un bon compromis par

rapport à ces différents critères. Le nombre de méthionines est inférieur à celui des va-

lines mais ces résidus sont repartis de manière homogène dans les différents domaines
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de PhCpn. De plus, le nombre plus faible de signaux devrait limiter les recouvrements

possibles en cas d’hétérogénéité conformationnelle.

Les premières expériences conduites avec un échantillon de PhCpn marqué U-[15N,12C,2H],

Met-[13CH3]-ǫ à une concentration de 31 à 47 µM, ont montré qu’avec ce marquage, il

est possible d’enregistrer des spectres 2D (1H,13C) HMQC en quelques minutes avec une

sensibilité et une résolution suffisante sur un spectromètre opérant à une fréquence du

proton de 850 MHz et équipé d’une sonde cryogénique.

Pour ces raisons, nous avons donc choisi d’utiliser ce marquage de PhCpn que nous abré-

gerons par la suite en PhCpn-Met-ǫ.

3.3.1 Conditions d’étude de l’interaction entre PhCpn et un ana-

logue de l’ATP (AppNHp)

Comme indiqué dans l’introduction, il n’a pas encore pu être établi si la liaison de l’ATP

ou son hydrolyse sont responsables de la fermeture de l’anneau. Une possibilité envisa-

geable étant que le mécanisme serait différent selon les espèces.

Parmi les chaperonines du groupe II, il existe un consensus quant au mécanisme de fer-

meture du thermosome de Thermoccocus strain KS1 qui serait lié à la liaison de l’ATP.

Comme la séquence protéique de la sous-unité β de ce thermosome partage 90% d’identité

de séquence avec celle de PhCpn, on peut s’attendre à un comportement équivalent de

PhCpn et du thermosome de Thermoccocus strain KS1.

Pour confirmer cela, nous avons utilisé un analogue non-hydrolysable de l’ATP : l’AppNHp

qui a été montré comme permettant d’entraîner la fermeture du thermosome de Thermoc-

cocus strain KS1. Cet analogue présente une structure similaire à celle de l’ATP, ce qui

lui permet de se lier au site de liaison de l’ATP. L’oxygène de la liaison phosphodiester

entre les phosphates β et γ est toutefois remplacé par un azote, ce qui rend cette liaison

“non-hydrolysable”.

Différentes études ont montré qu’il existe seulement des différences mineures entre la forme

apo des chaperonines du groupe II et la forme liée à l’ADP ; ces deux conformations étant

ouvertes (135, 136, 137, 138, 139, 140). L’étude de PhCpn en présence d’ADP devrait

permettre de caractériser l’influence de la liaison d’un nucléotide dans le site actif sans
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modifications conformationnelles autres.

Enfin, il a été montré par Gutsche et al. (139) que les changements conformationnels

induits par l’ATP chez les chaperonines du groupe II sont dépendants de la température

et ont lieu à une température proche de la température physiologique.

"This work highlights the importance of precise temperature control when assessing struc-

tural changes in proteins originating from thermophilic organisms." (139).

Par conséquent, les expériences d’interactions entre ces deux nucléotides et PhCpn ont

été enregistrées à 75◦C pour être proche de la température physiologique de PhCpn.

3.3.2 Interactions de PhCpn avec l’ADP et l’AppNHp

3.3.2.1 Interaction de PhCpn avec l’ADP

La superposition des spectres 2D (1H,13C) HMQC de PhCpn-Met-ǫ sans (noir) et avec

l’ADP (rouge) montre que peu de différences sont observables après l’ajout de l’ADP (fi-

gure 3.13(a)). L’observation d’un nombre de signaux équivalent sans et avec l’ADP permet

de confirmer que la liaison de l’ADP n’entraîne pas de modifications conformationnelles

importantes.

Trois signaux sont déplacés par la liaison de l’ADP. Deux de ces signaux correspondent

aux méthionines 159 et 490 qui sont situées dans le voisinage du site actif. Le troisième

signal correspond à la méthionine 82 qui n’est pas située à proximité du site actif dans

une sous-unité. Elle est toutefois située à proximité du site actif de la sous-unité voisine

et la variation de son signal pourrait donc également être due à la liaison de l’ADP.

Deux signaux de faibles intensités ne sont plus observables après la liaison de l’ADP :

méthionines 48 et 489. Ces deux méthionines sont également situées à proximité du site

actif. Cependant, sans l’attribution de la forme liée à l’ADP de PhCpn, il n’est pas pos-

sible de conclure sur le déplacement de ces signaux.
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3.3.2.2 Interactions de PhCpn avec l’AppNHp

A l’inverse, le spectre 2D (1H,13C) HMQC de PhCpn-Met-ǫ en présence d’AppNHp (rouge)

(figure 3.13(b)) montre de nombreuses différences avec celui de la forme apo. En particu-

lier, le nombre de signaux augmente par rapport à la forme apo de PhCpn, ce qui suggère

dans ce cas l’existence de plus d’une conformation de PhCpn en échange lent.

Comme pour la liaison de l’ADP, les signaux des méthionines 82, 159, 489 et 490 sont

déplacés, ce qui est cohérent si le déplacement de ces signaux correspond à la liaison d’un

nucléotide dans le site actif. Le signal de la méthionine 48 n’est pas affecté par contre par

la liaison de l’AppNHp alors qu’il l’est par celle de l’ADP.

Par rapport au spectre 2D (1H,13C) HMQC de PhCpn lié à l’ADP, deux signaux supplé-

mentaires sont présents dans celui de PhCpn lié à AppNHp. L’apparition de ces signaux

étant concomitantes avec la forte diminution des signaux des méthionines 275 et 279, on

peut faire l’hypothèse que ces deux signaux correspondent à ces méthionines dans la forme

liée à l’AppNHp.

Pour confirmer cela, il a fallu attribuer le spectre 2D (1H,13C) HMQC de PhCpn-Met-ǫ

lié à l’AppNHP en appliquant la même stratégie de mutagenèse que pour la forme apo du

PhCpn-Met-ǫ.
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3.3.2.3 Attribution des groupements méthyles Met-[13CH3]-ǫ de PhCpn lié à

l’AppNHp

L’attribution complète des signaux de la forme de PhCpn-Met-ǫ liée à l’AppNHp n’a pu

être réalisée en raison de la présence de plusieurs conformations qui entraîne de nom-

breuses superpositions. Sept résidus méthionines ont pu toutefois être attribués dans la

forme liée à l’AppNHp. En particulier, les deux signaux supplémentaires correspondent

effectivement aux méthionines 275 et 279. La figure 3.14(a) présente l’attribution partielle

du spectre 2D (1H,13C) HMQC de PhCpn-Met-ǫ lié à l’AppNHp superposé avec le spectre

de la forme apo.

Ces sept méthionines sont reparties de façon homogène dans la structure de PhCpn et

pourront donc servir de sonde pour les différents domaines de PhCpn 3.14(b). La modifi-

cation du signal de ces sept méthionines par l’AppNHp en fonction de leur position dans

le modèle de la conformation ouverte de PhCPn va être analysé ci dessous.

Pour les méthionines 159, 275, 279 et 490, le rapport des intensités des signaux de la forme

apo et de la forme liée permet d’accéder aux populations de ces formes (En émettant l’hy-

pothèse que les vitesses de relaxation longitudinale et transversale des méthionines dans

les deux états sont similaires).

135





3.3 Identification des signaux RMN des conformations ouvertes et fermées
de PhCpn

Méthionine 159 : Ce résidu est situé à proximité du site actif (≈ 10 Å) et nous avons

pu observer que l’AppNHp ainsi que l’ADP modifient la position de ce signal. Toute-

fois le déplacement du signal est différent selon le nucléotide présent dans le site actif

(figure 3.13(b)). Nous nous baserons donc sur le signal de cette méthionine pour caracté-

riser la liaison des nucléotides dans le site actif et en particulier faire la distinction entre

la liaison de l’AppNHp et celle de l’ADP. Notons que l’AppNHp à une concentration

de 2 mM n’entraîne pas un déplacement complet vers la forme liée. Dans ces conditions,

les signaux correspondent a un équilibre forme apo : forme liée 24% (± 1.9) : 76% (± 3.1).

Méthionines 275 et 279 : Les signaux de ces résidus ne sont pas modifiés par la liaison

de l’ADP. Étant situés dans le domaine apical, ils vont donc pouvoir être utilisés comme

des sondes de la transition entre les conformations ouvertes et fermées de PhCpn. De

plus, l’AppNHp ne semble pas permettre le passage complet de la conformation ouverte

vers la conformation fermée avec environ 40% (± 2.5) de conformation ouverte toujours

observable.

Méthionine 360 : La méthionine 360 est située à la base du domaine apical à l’interface

avec le domaine intermédiaire. Cependant, le signal de cette méthionine dans l’état lié

est confondu avec un autre signal intense ce qui va rendre son analyse complexe, voir

impossible.

Méthionine 489 : La méthionine 489 comme la méthionine 159 est située à proximité du

site actif. Cependant, la faible intensité du signal de cette méthionine semble rendre diffi-

cile son utilisation pour des études en temps réel. De plus, dans la forme lié à l’AppNHp

le signal de cette méthionine est situé dans une zone avec de nombreux recouvrements

qui rendent complexe son analyse.

Méthionine 490 : La méthionine 490, comme la méthionine 159, est située à proximité

du site de liaison des nucléotides est se comporte d’une manière équivalente à la méthio-

nine 159. Elle va pouvoir être utilisée comme une sonde de la liaison des nucléotides à

PhCpn.
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3.3.3 Modifications conformationnelles de PhCpn induites par

l’AppNHp en fonction de la température

Gutsche et al. ont montré que les modifications conformationnelles induites par l’ATP

et l’AppNHp sont dépendantes de la température (139). Nous avons donc étudié l’in-

fluence de la température sur les modifications conformationnelles de PhCpn induites par

l’AppNHp.

La figure 3.15(a) présente l’évolution des spectres 2D (1H,13C) HMQC de PhCpn-Met-

ǫ avec 2mM d’AppNHp à différentes températures entre 37 et 75◦C. Pour analyser ces

spectres nous avons utilisé les sondes de la liaison du nucléotide et des modifications

conformationnelles de PhCpn que nous mis en évidence grâce à l’attribution de la forme

lié à l’AppNHp. L’évolution du rapport de l’intensité des signaux des méthionines 159,

275, 279, et 490 est présentée dans la figure 3.15(b).

Dans cette analyse, il est important de prendre en compte le fait que l’augmentation de

la température va également avoir un effet sur le signal RMN par la diminution du τc de

la particule. Par conséquent, il n’est pas possible de se baser sur l’évolution de l’intensité

du signal d’une méthionine particulière en fonction de la température. Pour analyser les

modifications de PhCpn-Met-ǫ, l’équilibre entre états libre et lié a été évalué à une tem-

pérature d’après le rapport d’intensité des signaux des méthionines en supposant que les

vitesses de relaxations longitudinale et transversale des méthionines dans les différentes

conformations de PhCpn sont similaires.

Liaison de l’AppNHp au site actif : Le rapport des signaux des états libres et liés

montre un comportement assez similaire pour les méthionines 159 et 490. L’équilibre entre

les deux états est proche de 50% à 37◦C. Cet équilibre est déplacé vers l’état lié avec la

température et atteint à 75◦C un rapport état lié : état libre de 76% (± 3.1) : 24% (±

3.1). Cette augmentation peut s’expliquer d’un point de vue thermodynamique par l’aug-

mentation de l’affinité avec la température.

Équilibre entre conformations ouvertes et fermées de PhCpn : Les signaux des

méthionines 275 et 279 correspondant à la conformation fermée ne sont pas observables

à 37◦C. Ils n’apparaissent qu’à partir de 50◦C et vont ensuite augmenter proportionnelle-

ment avec la température jusqu’à atteindre environ 60% (± 3.6) de conformations fermées

à 75◦C.
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En utilisant l’AppNHp pour simuler la liaison de l’ATP, il a été possible d’observer un

effet de thermo-activation des thermosomes similaire à celui décrit par Gutsche et al.

(139). De plus, grâce aux différentes sondes, nous avons pu séparer les modifications de

PhCpn avec d’une part l’évolution de la liaison du nucléotide au site actif et d’autre part

l’évolution entre les conformations ouvertes et fermées. Nous avons également pu observer

que cet effet est réversible pour tous les résidus (figure 3.15(b)).

3.3.4 Observation de l’équilibre entre les conformations ouvertes

et fermées de PhCpn par microscopie électronique

Les résultats présentés précédemment, suggèrent que la liaison de l’AppNHp à PhCpn

conduit à haute température au passage de la conformation ouverte vers la conformation

fermée de PhCpn. Même si de nombreux éléments vont dans le sens de cette hypothèse,

nous avons décidé de la confirmer par une autre technique biophysique.

La microscopie électronique est une technique adaptée pour observer directement la struc-

ture d’une particule de la taille de PhCpn. Il devrait être possible d’observer une variation

des conformations ouvertes et fermés en présence d’AppNHp ou d’ATP même si un arte-

fact de la technique conduit à l’observation de plusieurs conformations de la forme apo

de PhCpn.

Préparation des échantillons de microscopie électronique :

Le passage de la conformation ouverte vers la conformation fermée étant dépendant de

la température les échantillons ont été chauffés à 75◦C, pendant 10 minutes, avant d’être

fixés dans le colorant et déposés sur la grille de microscopie électronique.

Le refroidissement de l’échantillon lors du dépôt sur la grille pourrait affecter l’équilibre

entre les conformations ouvertes et fermées, toutefois il est probable que la fixation par le

colorant soit suffisamment rapide pour figer l’échantillon avant son refroidissement com-

plet.

Analyse des clichés de microscopie électronique, en coloration négative, des

formes apo, AppNHp et ATP de PhCpn :

L’équilibre entre les différentes conformations en présence d’AppNHp ou d’ATP a été éva-

lué d’après une analyse statistique, pour chaque condition, de 10 clichés de microscopie

électronique. Sur ces clichés, 1074 particules ont été utilisées pour la forme apo dont 44%
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3.4 Observation de l’activité ATPase de PhCpn en temps

réel par RMN

Dans la partie précédente, PhCpn a été étudié à l’équilibre dans la forme apo et dans

la forme lié à l’AppNHP. Il a été possible d’identifier des signaux qui peuvent être uti-

lisés comme des sondes de la liaison de nucléotides au site actif et du passage entre les

conformations ouvertes et fermées de PhCpn. Ces différentes sondes vont être utilisées

pour suivre l’évolution de PhCpn pendant son cycle fonctionnel, et plus particulièrement

lors de l’hydrolyse de l’ATP.

Deux types d’expériences RMN ont été utilisées ; d’une part des expériences 2D (1H,13C)

HMQC pour suivre les modifications conformationnelles de PhCpn et d’autre part des

expériences 1D 31P pour suivre l’hydrolyse de l’ATP.

En enregistrant ces expériences de manière alternée, il va être possible d’observer en paral-

lèle les modifications conformationnelles de PhCpn et la cinétique d’hydrolyse de l’ATP.

Ces expériences ont été enregistrées à deux températures et les résultats sont présentés ci

dessous.

3.4.1 Activité ATPase de PhCpn

3.4.1.1 Comparaison de l’activité ATPase à différentes température par RMN

Les graphiques de la figure 3.17 présentent l’évolution du pourcentage de phosphate inor-

ganique (Pi) à deux températures : 65◦C et 75◦C.

Pour les deux températures, après une première phase d’augmentation rapide du signal

du Pi, la quantité de Pi libéré par minute diminue jusqu’à pratiquement s’annuler. Cela

pourrait être dû à la déplétion en substrat (ATP) d’une part et d’autre part à la compé-

tition avec les produits de la réaction (ADP, Pi).
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Le déplacement chimique du signal de la méthionine 159 correspond à une position in-

termédiaire entre celles des signaux des états liés à l’ATP (partie 3.4.2 avec un système

de régénération de l’ATP) et de l’ADP (figure 3.18(d)). De plus, ce signal évolue avec le

temps et l’augmentation de la concentration en ADP vers la position de l’état lié à l’ADP

(correspondant à la fin de la réaction).

Après que tout l’ATP a été hydrolysé (≈ 60 min), il n’est plus possible d’observer de

changements. Le spectre 2D (1H,13C) HMQC correspond à celui de PhCpn lié à l’ADP

dans une conformation ouverte.

Limitations de l’étude de PhCpn dans les conditions de la RMN :

Comme on a pu l’observer la diminution de la concentration en ATP et l’augmentation

rapide de la concentration en ADP va avoir un effet d’inactivation sur PhCpn dès les

premières minutes de l’expérience. Cette diminution rapide de la concentration en ATP

est due à la forte activité ATPasique liée aux concentrations élevées en PhCpn nécessaires

à une étude par RMN.

Pour les études biochimiques, la concentration en chaperonine est 100 à 10000 fois infé-

rieure et à une concentration initiale en ATP équivalente, le système va rester actif pour

une période de temps beaucoup plus longue. Il serait théoriquement possible d’augmenter

la concentration en ATP jusqu’à sa limite de solubilité (≈100 mM) mais même dans ces

conditions, le système ne serait actif que pour une période de temps relativement courte

et l’inactivation par l’ADP serait toujours présente.

Dans les cellules, les concentrations en ATP et ADP sont finement régulées par différents

systèmes enzymatiques qui permettent de maintenir à un niveau constant les concentra-

tions en ATP et en ADP. Il pourrait être intéressant d’observer PhCpn dans des conditions

similaires où la concentration en ATP serait maintenue constante pendant l’expérience.

D’un point de vue expérimental, il faudrait maintenir PhCpn dans un état actif, sans

phénomène d’inactivation, afin d’enregistrer des expériences sur une plus longue durée.

Cela devrait permettre de suivre des paramètres structuraux ou fonctionnels comme par

exemple le repliement d’une protéine par PhCpn.

147





3.4 Observation de l’activité ATPase de PhCpn en temps réel par RMN

été réalisés pendant 30 minutes maximum et il faudra tester le comportement de cette

enzyme sur des périodes de temps nécessaires à l’étude de PhCpn.

Activité enzymatique de la pyruvate kinase :

Pour que le système de régénération soit suffisamment efficace, il est nécessaire que la

phosphorylation de l’ADP en ATP par la pyruvate kinase soit plus rapide que l’hydrolyse

de l’ATP en ADP par PhCpn. L’activité de la pyruvate kinase est d’environ 240000 mole

de pyruvate/min/mole de pyruvate kinase à 60◦C, ce qui est largement supérieur à l’acti-

vité de PhCpn d’environ 7 mole d’ATP/min/mole de PhCpn(particule). Par conséquent,

l’activité de la pyruvate kinase est suffisante pour maintenir la concentration en ATP

constante.

Concentration en ions et sensibilité des expériences RMN :

La régénération d’une mole d’ATP hydrolysée par PhCpn entraîne la consommation d’une

mole de PEP par la pyruvate kinase. Il est possible de calculer le temps de fonctionne-

ment théorique de la pyruvate kinase pour différentes concentrations de PEP à partir de

l’activité ATPase de PhCpn (tableau 3.3).

Temps (min) 60 120 240 480

[PEP] mM 12 24 48 96

Table 3.3: Temps de fonctionnement théorique du système de régénération de

l’ATP en fonction de la concentration en PEP - La consommation de PEP a été

calculée avec une hydrolyse de 0.2 mM d’ATP par minute qui correspond aux conditions

théoriques suivantes : 75◦C, [PhCpn] = 26.3 µM et [ATP]=10 mM

Notre système contient déjà une concentration en ions assez importante et l’ajout de plu-

sieurs dizaines de mM de PEP va être d’autant plus défavorable pour la sensibilité des

expériences RMN. Pour compenser cet effet, nous allons utiliser des tubes Shigemi 5 mm

spéciaux (226) qui permettent de préserver la sensibilité malgré des concentrations en ions

importantes.

Les caractéristiques de ces tubes shigemi sont présentées dans la figure 3.22. La forme de

ces tubes permet de limiter la conductivité dans les zones les plus sensibles à la diffusion

des ions et de concentrer l’échantillon dans la zone centrale du tube.
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La concentration en ATP étant stable avec le système de régénération, il n’est pas pos-

sible d’utiliser le signal de l’ATP pour calculer l’activité ATPase. Cette activité a donc été

calculée à partir de la diminution du pourcentage PEP en présence de PhCpn, corrigée de

la diminution due à l’hydrolyse spontanée du PEP dans les mêmes conditions sans ATP.

À chacune des deux températures, l’activité ATPase de PhCpn est augmentée d’environ

un facteur 5 en comparaison des expériences sans système de régénération (tableau 3.5).

Activité ATPase 65◦C 75◦C

SANS régénération de l’ATP 4.5 7.3
AVEC régénération de l’ATP 25.0 38.4

Table 3.5: Activité ATPase de PhCpn à différentes températures sans et

avec le système de régénération de l’ATP - L’activité ATPase est donnée en mole

d’ATP/minute/mole de PhCpn(particule).

Il est possible d’expliquer cette différence d’activité par le fait que la concentration en

ADP est maintenue à un niveau proche de zéro grâce au système de régénération de

l’ATP. Cela semble confirmer l’hypothèse de l’inactivation de PhCpn par l’ADP sans le

système de régénération de l’ATP. De plus, on peut observer que la suppression de l’ADP

permet d’obtenir une activité ATPase équivalente à celle publiée par Okochi et al. (181) .

Le résultat des expériences étant similaires à 65◦C et à 75◦C, nous ne présenterons que les

résultats obtenus pour la température de 75◦C qui est la plus proche de la température

physiologique de PhCpn.

3.4.2.2 Modifications conformationnelles avec le système de régénération de

l’ATP à 75◦C

Comme nous venons de le voir, le système peut se décrire en trois phases. La première

phase avec le système de régénération de l’ATP actif (0 à 250 minutes), la deuxième phase

avec la diminution de l’activité (250 à 310 minutes), et la troisième phase stationnaire où

tout l’ATP a été consommé (après 310 minutes).

Les spectres 2D (1H,13C) HMQC dans chaque phase de l’expérience sont présenté dans la

figure 3.25(c). Les évolutions des conformations ouvertes et fermées de PhCpn (Met275 et

279) et de l’occupation du site actif par l’ATP et l’ADP (Met159 et 490) sont représentées

dans les figures 3.26 et 3.27.

153









3.4 Observation de l’activité ATPase de PhCpn en temps réel par RMN

3.4.3 Cycle fonctionnel avec et sans protéine cliente

Les données que nous avons présentées dans cette partie ont trait au cycle fonctionnel de

PhCpn en l’absence de protéine cliente. Un modèle du cycle fonctionnel dans ces conditions

sera présenté dans le chapitre 5. Cependant, d’après la littérature, le cycle fonctionnel de

GroEL est modifié de manière importante en présence d’une protéine dépliée. Même si

peu de données sont disponibles sur ce sujet pour les chaperonines du groupe II, il est

probable que leur cycle fonctionnel puisse également être affecté par la présence d’une

protéine cliente.

Dans la prochaine partie, nous allons étudier l’influence de la présence d’une telle protéine

sur PhCpn dans un premier temps à l’équilibre et ensuite sur son cycle fonctionnel.
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4. INTERACTION DE PHCPN AVEC UNE PROTÉINE MODÈLE : LE
LYSOZYME

Les chaperonines issues d’archées hyper-thermophiles sont stables jusqu’à des tempéra-

tures comprises entre 70 et 100◦C. Par conséquent, l’utilisation de températures élevées

est le paramètre le plus adapté pour permettre de déplier des protéines clientes et étudier

leur interaction avec des chaperonines.

Les protéines clientes utilisées dans les études d’interactions avec des chaperonines sont

très variées de par leur taille, leur état oligomérique et leur espèces d’origine. Si l’on s’in-

téresse plus particulièrement à l’étude des thermosomes, une protéine cliente revient dans

plusieurs études : le lysozyme (123, 177, 183, 227).

En effet, cette protéine est bien adaptée à ce type d’étude car, sa température de fusion

étant d’environ 70◦C (228), elle est stable à des températures proches de la température

d’activité de PhCpn.

4.1.1 Attachement du lysozyme à la forme apo de PhCpn à dif-

férentes températures

Comme nous l’avons indiqué précédemment, dans le modèle de l’interaction d’une pro-

téine cliente avec une chaperonine, l’interaction n’est possible que si la protéine est dépliée.

Par conséquent, il est attendu qu’à basse température le lysozyme n’interagisse pas avec

PhCpn. Par contre, en approchant de la température de 70◦C, le lysozyme devrait se

déplier et se lier à PhCpn.

Nous avons donc suivi la formation du complexe entre la forme apo de PhCpn et le ly-

sozyme en fonction de la température. Un mélange de PhCpn avec deux équivalents de

lysozyme par particule a été incubé à plusieurs températures comprises entre 50 à 80◦C.

Après 30 minutes d’incubation, l’échantillon a été injecté sur une colonne de CE pour

séparer le lysozyme libre du lysozyme lié à PhCpn. La fraction de la CE correspondant

au volume d’élution de PhCpn a ensuite été analysée sur gel SDS-PAGE.

La figure 4.2 résume les étapes de cette expérience. Les chromatogrammes de la CE à

différentes températures montrent que le signal du lysozyme diminue lorsque la tempéra-

ture augmente. Cela peut s’expliquer soit par la formation d’un complexe entre PhCpn

et le lysozyme, soit par l’agrégation du lysozyme avec la température qui va causer une

diminution de son signal.
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4.2 Production et purification du lysozyme en système

d’expression Escherichia coli

4.2.1 Production et purification du lysozyme recombinant de Gal-

lus gallus

Le lysozyme utilisé dans la partie précédente était du lysozyme commercial. Pour étudier

l’interaction du lysozyme avec PhCPn par RMN, il a été nécessaire de sur-exprimer la

forme recombinante du lysozyme avec un marquage compatible pour son étude par RMN.

Comme le lysozyme va se comporter comme une particule de 1 MDa dès lors qu’il est

lié à PhCpn, un marquage uniformément deutéré à l’exception de certains méthyles est

indispensable pour ce type d’étude. Par conséquent, la première étape a été de mettre en

place un protocole de production de la forme deutérée du lysozyme avec un marquage des

groupements méthyles.

Production du lysozyme recombinant de Gallus gallus chez Escherichia coli :

Un protocole pour la production du lysozyme en système d’expression E. coli a été pu-

blié en 2005 par Schlörb et al (229). Nous avons adapté ce protocole pour la production

du lysozyme en milieu minimum 2H2O avec un marquage des groupements méthyles Ile-

[13CH3]-δ1, Val-[13CH3]-proS et Leu-[13CH3]-proS.

Purification du lysozyme recombinant de Gallus gallus :

Le protocole de purification a également été adapté de celui publié par Schlörb et al

(229). Le lysozyme dans sa forme native présente quatre ponts disulfures. Lors de sa sur-

expression chez E. coli, ces ponts ne sont pas formés et la protéine va s’accumuler sous

forme insoluble dans des corps d’exclusions. La première étape de la purification consiste

donc à extraire le lysozyme des corps d’exclusion dans cet état déplié.

Pour le repliement du lysozyme sous forme native, le protocole de dilution rapide proposé

par Schlörb et al (229) n’a pas pu être reproduit. Par conséquent, nous avons utilisé un

protocole de repliement alternatif qui est présenté dans la partie suivante.
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4.3 Effet de la température sur le dépliement du lysozyme

4.3.3 Caractérisation de l’échange entre les états dépliés et repliés

du lysozyme

L’observation de deux ensembles de signaux pour les états repliés et dépliés du lysozyme

montre qu’ils sont en échange lent. En fonction de la cinétique de cet échange, il peut

être possible de caractériser une constante d’échange en utilisant une expérience RMN de

type EXchange SpectroscopY (EXSY) (234).

Les expériences EXSY ont été enregistrées sur un spectromètre Bruker opérant à une

fréquence du proton de 700 MHz et équipé d’une sonde cryogénique. 12 incréments ont

été enregistrés pour chaque FID, avec un temps d’acquisition total de 30 minutes par

spectre et un délai de recyclage de 1 sec. Des temps de mélange compris entre 0.001 s

et 1.3 s ont été utilisés. Les expériences ont été enregistrées à 71◦C avec un échantillon

U-[15N,12C,2H], Val-[13CH3]-proS, Leu-[13CH3]-proS, Ile-[13CH3]-δ1 à une concentration de

61 µM.

Pour chaque expérience EXSY, en plus des signaux diagonaux (états repliés et dépliés), il

est possible d’observer deux pics de corrélation EXSY entre les états repliés et dépliés du

lysozyme (figure 4.9(a)). Tout d’abord, nous avons utilisé les pics de corrélation EXSY

pour transférer l’attribution de l’état replié vers l’état déplié du lysozyme. Ensuite, à par-

tir des expériences avec différents temps de mélange, il a été possible de déterminer les

constantes d’échange entre les états dépliés et repliés.

4.3.3.1 Transfert de l’attribution de l’état replié vers l’état déplié du lyso-

zyme

Pour le transfert de l’attribution nous avons utilisé le temps de mélange qui permet d’ob-

tenir les pics de corrélation EXSY les plus intenses. La figure 4.9(a) illustre quelques

exemples de transfert de l’attribution de signaux de l’état déplié à partir de l’état replié.

Pour chaque résidus, les pics de corrélation EXSY sont colorés avec la même couleur et

des traits en pointillés permettent de connecter le signal de l’état replié avec le signal de

l’état déplié.

Il a été possible de transférer la totalité des attributions de l’état replié vers l’état déplié

et l’attribution de cet état est donnée dans la figure 4.9(b). On notera cependant que la

superposition entre les signaux des leucines ne permet pas de séparer tous les signaux

attribués.
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4.4 Effet « holdase » de la forme apo de PhCpn

Lysozyme + PhCpn (courbe rouge de la figure 4.8) :

À 50◦C, aucun état déplié n’est présent que ce soit en absence ou en présence de PhCpn.

Comme observée précédemment (4.3.2), l’état déplié apparaît avec l’augmentation de la

température. En présence de PhCpn, le pourcentage d’état déplié est beaucoup plus im-

portant que pour le lysozyme seul. Par exemple, à 67◦C, l’état déplié est peuplé à plus de

70% avec PhCpn alors que sans PhCpn il y a environ 20% d’état déplié.

Lysozyme + PhCpn + AppNHp (courbe verte de la figure 4.8) :

En présence d’AppNHp, l’évolution du pourcentage de lysozyme replié en fonction de la

température est intermédiaire entre ce qui est observé pour le lysozyme seul et le lysozyme

+ PhCpn. Ce résultat confirme que la fermeture partielle de PhCpn permet de diminuer

le nombre de site d’interactions et que le lysozyme n’interagit qu’avec la conformation

ouverte de PhCpn.

À partir de l’ajustement des courbes par la méthode des moindres carrés non linéaire

avec l’équation 4.6 (238), la température de fusion (Tm), l’enthalpie (∆H) et l’entropie

(∆S) de l’équilibre entre les états dépliés et repliés du lysozyme (tableau 4.5) ont pu être

déterminés.

[D]

([R] + [D])
=

exp (T∆S −∆H)/RT

1 + exp (T∆S −∆H)/RT
(4.6)

∆H (kJ/mol) ∆S (J/mol-degK) Tm (◦C)

Lysozyme 121,3 ± 4.1 354.6 ± 12.1 69.4
Lysozyme + PhCpn 68,5 ± 4.5 203.4 ± 13.2 64.2

Table 4.5: Détermination de la Tm, de l’enthalpie et de l’entropie de l’équilibre

entre les états dépliés et repliés du lysozyme sans et avec PhCpn - Les valeurs

d’erreurs ont été estimées par une analyse monte-carlo de l’erreur lors de l’ajustement des

données.

Les valeurs de la Tm en absence et en présence de PhCpn confirment que l’interaction avec

PhCpn déplace l’équilibre entre les états dépliés et repliés du lysozyme. La diminution de

la Tm est de 5.2◦C.
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4.4.4 Observation de la formation du complexe entre le lysozyme

déplié et PhCpn

L’affinité de l’interaction entre l’état déplié du lysozyme et PhCpn (partie 4.4.2) est de

1.6 ± 0.4 µM. Par conséquent, la stabilité du complexe entre les deux protéines devrait

être suffisamment importante pour observer une modification du coefficient de diffusion

translationnel du lysozyme déplié lié à PhCpn.

La prédiction des coefficients de diffusions théoriques du lysozyme et de PhCpn avec

le logiciel HYDROnmr (239) donne un facteur 20 de différence entre les deux protéines

(tableau 4.6). Si le lysozyme forme un complexe stable avec PhCpn, on peut s’attendre a

ce que son coefficient de diffusion s’approche alors de celui de PhCpn. De plus, la position

des signaux des états dépliés et repliés du lysozyme étant différente, il sera possible de

caractériser l’interaction de chacune de ces formes avec PhCpn.

Lysozyme PhCpn

65◦C 2.27 ×10-6 cm/s2 4.69 ×10-7 cm/s2

75◦C 3.13 ×10-6 cm/s2 6.48 ×10-7 cm/s2

Table 4.6: Coefficient de diffusion théorique (cm/s2) du lysozyme et de PhCpn

- Les coefficients de diffusions ont été prédits avec le logiciel HYDROnmr (239) pour des

températures de 65◦C et 75◦C en utilisant la structure du lysozyme (code PDB : 6LYZ) et

le modèle de la conformation ouverte de PhCpn (chapitre 1).

Pour pouvoir séparer les signaux du lysozyme de ceux de PhCpn, les groupements mé-

thyles dans chacune des deux protéines ont été marquées de façon à ne pas avoir de

recouvrement. Deux échantillons ont été utilisés pour ces expériences : (1) [lysozyme] =

92 µM et (2) [lysozyme] = 92 µM + [PhCpn] = 46 µM.

Lysozyme U-[15N,12C,2H], Val-[13CH3]-proS, Leu-[13CH3]-proS, Ile-[13CH3]-δ1
PhCpn U-[15N,12C,2H], [13CH3]Met-ǫ

Les coefficients de diffusion translationnelle du lysozyme et de PhCpn ont été déterminés

avec des expériences 3D DOSY–TROSY (Diffusion-Ordered SpectroscopY) (240). Les pa-

ramètres pour la diffusion DOSY sont : ∆ = 100 ms, δ = 4 ms, τ = 0.2 ms et un délai

de recyclage de 1 sec. La puissance du gradient varie de 0.963 à 47.187 G/cm (2 * 8 points).
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4.4.5 Identification de la surface d’interaction entre PhCpn et le

lysozyme déplié

Peu d’informations structurales sont disponibles sur les sites d’interactions d’un complexe

entre une chaperonine et des protéines clientes. En effet, la nature dynamique de ces

complexes rend difficile leurs caractérisations par des techniques de biologie structurale

comme la cristallographie de rayons X. L’étude de PhCpn en solution par RMN, va per-

mettre de déterminer le(s) site(s) d’interaction(s) de PhCpn avec le lysozyme sans figer

le complexe dans un état non fonctionnel.

Pour cette expérience, nous avons utilisé un ratio de deux lysozymes par PhCpn (parti-

cule), pour saturer les deux anneaux de PhCpn. Nous avons également choisi une tem-

pérature de 75◦C pour totalement déplier le lysozyme. En marquant PhCpn avec un

marquage U-[15N,12C,2H], Val-[13CH3]-proS, Met-[13CH3]-ǫ nous disposerons de soixante

et une sondes reparties de manière homogène dans les domaines de PhCpn pour caracté-

riser l’interaction.

Effet du lysozyme déplié sur le spectre 2D (1H,13C) HMQC de PhCpn :

Les spectres 2D (1H,13C) HMQC à 75◦C de PhCpn enregistrés en absence de (noir) et en

présence du lysozyme (vert) ne présentent que très peu de différences (figure 4.19). Les

seuls changements observables sont ceux des signaux de la méthionine 51 et de la valine 53.

Ces deux résidus sont situés dans la "boucle de détection" qui a déjà été proposée comme

une zone d’interaction entre les chaperonines et leurs protéines clientes (155, 156, 157).

Cependant, la faible intensité de ces signaux et la faible amplitude des déplacements rend

complexe l’interprétation de ces modifications. Le déplacement du signal de seulement

deux des soixante et un résidus peut s’expliquer par la taille relativement faible du ly-

sozyme par rapport à la taille de la cavité de PhCpn. En effet, avec une telle différence

de taille le lysozyme ne va affecter qu’une partie des sous-unités de PhCpn avec un effet

assez faible attendu sur le spectre 2D (1H,13C) HMQC de PhCpn.
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4.5 Observation du repliement du lysozyme par PhCpn

Dans les parties précédentes, nous avons caractérisé l’activité de "holdase" de la forme

apo de PhCpn avec le lysozyme déplié. Cependant, les cellules contiennent des concentra-

tions d’ATP de l’ordre du mM et il est peu probable que PhCpn reste durant une longue

période sans ATP. Nous allons donc étudier maintenant l’évolution de l’interaction entre

PhCpn et le lysozyme avec de l’ATP.

Pour définir les conditions pour l’observation du repliement du lysozyme par PhCpn, nous

avons utilisé les données obtenues dans ce chapitre sur l’interaction entre le lysozyme et

PhCpn, et dans le chapitre 3 sur l’activité ATPase de PhCpn sans protéine cliente.

(1) Les expériences ont été conduites à une température de 65◦C afin de se placer à un

équilibre entre les populations initiales des états dépliés et repliés du lysozyme d’environ

50%.

(2) Un ratio de deux lysozymes par particule de PhCpn a été utilisé pour permettre la

saturation des deux anneaux par le lysozyme ([PhCpn] = 15 µM et [lysozyme] = 30 µM).

(3) Le système de régénération de l’ATP a été utilisé pour maintenir PhCpn actif avec

une concentration constante en ATP ([ATP] = 10 mM et [PEP] = 129 mM).

(4) Pour suivre l’évolution du repliement du lysozyme et des modifications conformation-

nelles de PhCpn en même temps, les deux protéines ont été marquées avec des marquages

différents des groupements méthyles qui ne présentent pas de recouvrement entre leurs

signaux.

Lysozyme U-[15N,12C,2H], Val-[13CH3]-proS, Leu-[13CH3]-proS, Ile-[13CH3]-δ1
PhCpn U-[15N,12C,2H], [13CH3]Met-ǫ

Le repliement du lysozyme et les modifications conformationnelles de PhCpn ont été sui-

vis grâce à des expériences 2D (1H,13C) HMQC. L’hydrolyse de l’ATP a été suivi grâce

à des expériences 1D 1H. Ces deux expériences ont été enregistrées de manière alternée

sur un échantillon ce qui a permis d’observer en parallèle le repliement du lysozyme, les

modifications conformationnelles de PhCpn et la cinétique d’hydrolyse de l’ATP.
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Chapitre 5

Discussion et Conclusion : Modèle du

fonctionnement du thermosome de

Pyrococcus Horikoshii , un exemple de

chaperonine du groupe II

Dans le chapitre 2, nous avons présenté les outils de marquages isotopiques qui permettent

d’observer une chaperonine de 1 MDa par RMN du liquide. Grâce à ces outils, il a été

possible d’étudier PhCpn à l’équilibre ou en action lorsque que la machinerie est engagée

dans son cycle fonctionnel sans et avec une protéine dépliée (chapitre 3 et 4).

Dans ce chapitre, après avoir rappelé les précautions à prendre pour interpréter quantitati-

vement les données obtenues par RMN, nous discuterons les modèles du cycle fonctionnel

qui ont été proposés pour les chaperonines (chapitre 1) à la lumière des résultats obtenus

par RMN au cours de cette thèse.

5.1 Limites et possibilités offertes par la RMN pour la

caractérisation des différents états fonctionnels de

PhCpn

Avant de pouvoir donner une description du modèle du cycle fonctionnel de PhCpn, il est

nécessaire de revenir sur la méthode que nous avons utilisé pour déterminer l’équilibre

entre les différents états conformationnels de PhCpn.
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En utilisant la forme apo de PhCpn et celle liée à un analogue non hydrolysable de l’ATP,

nous avons pu obtenir des signatures spectrales des conformations ouvertes ou fermées et

somme en mesure d’identifier l’état d’occupation et la nature du nucléotide dans le site

actif. Pour ces types de changements lents (> secondes), l’analyse quantitative des popu-

lations de chaque états a été réalisée en utilisant la rapport de l’intensité du signal des

méthionines dans les deux états. Il est possible de considérer ce rapport comme représen-

tant l’équilibre entre les populations en faisant l’hypothèse que les vitesses de relaxation

longitudinale et transversale des méthionines dans les deux états sont équivalentes.

5.1.1 Vitesse de relaxation transversale

Des expériences préliminaires effectuées avec un échantillon de PhCpn lié à l’AppNHp (à

75◦C) ont permis de confirmer que les vitesses de relaxation transversale sont similaires

dans les conformations ouvertes et fermées dans les deux états des méthionines 159, 490

et 275, 279 (tableau 5.1).

Méthionines 159 275 279 490

R2 PhCpn (apo) 14.1 s-1 (± 2.1) 13.6 s-1 (± 2.2) 11.4 s-1 (± 2) 14.9 s-1 (± 4.4)
R2 PhCpn (AppNHp) 12.5 s-1 (± 2.6) 14.8 s-1 (± 4.1) 12.6 s-1 (± 2.3) 15.1 s-1 (± 3.7)

Table 5.1: Temps de relaxation transversale des méthionines 159, 275, 279, 490

à 75◦C - Les valeurs de R2 correspondent au temps de relaxation apparent d’une cohérence

C+H+ évoluant pendant une expérience HMQC. L’acquisition des données a été réalisée à

75◦C sur un spectromètre opérant à une fréquence du proton de 700 MHz et équipé d’une

sonde cryogénique. Les valeurs d’erreurs ont été estimées par une analyse monte-carlo de

l’erreur lors de l’ajustement des données.

5.1.2 Vitesse de relaxation longitudinale

Les vitesses de relaxation longitudinale pouvant être différentes entre les deux états d’un

résidu, elles peuvent également influencer la quantification des populations. De plus, les

spectres 2D ont été enregistrés avec des expériences SOFAST-Methyl-TROSY (243) op-

timisées pour le gain en sensibilité (d1 = 0.4 s et angle d’impulsion 40◦). Avec ces expé-

riences, une différence dans les vitesses de relaxation longitudinale entre différents états

pourrait avoir des effets importants sur la quantification des signaux.
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Une méthode alternative d’acquisition des données pourrait en théorie permettre de s’af-

franchir des effets d’une différence de vitesse de relaxation longitudinale entre les deux

états de PhCpn. Pour cela, il faudrait enregistrer des expériences avec un délais de re-

cyclage très long (i.e. > 10 s), pour être certain que dans chaque état l’aimantation des

résidus soit revenue à l’équilibre de Boltzmann. Cependant, ce type d’acquisition aurait

pour effet d’augmenter drastiquement le temps d’acquisition des spectres 2D (1H, 13C)

HMQC et comme nous l’avons vu au chapitre 3 PhCpn n’est actif et stable que pour en-

viron 250 minutes (75◦C avec le système de régénération de l’ATP). Par conséquent, pour

un temps expérimental donné, l‘augmentation importante du délais de recyclage aurait

un effet critique sur le rapport signal/bruit des expériences. La sensibilité des expériences

étant le facteur limitant des expériences pour cette machinerie de 1 MDa ([PhCpn] ≈ 10

- 30 µM), le gain en exactitude des mesures se ferait au prix d’une perte de précision.

Il n’a pas encore été possible de mesurer la vitesse de relaxation longitudinale de ces résidus

faute d’une quantité d’échantillon suffisante avant la rédaction de cette thèse. Toutefois, il

est déjà possible d’apporter des éléments de réponse en considérant les résultats obtenus.

En effet, à partir des données expérimentales présentées dans les chapitres 3 et 4, il est

possible de confirmer de manière indirecte que le rapport de l’intensité des signaux des

méthionines dans les différents états permet de représenter cet équilibre. Autant pour la

liaison au site actif que pour l’équilibre entre les conformations ouvertes/fermées, nous

avons obtenu des résultats comparables en utilisant différentes méthionines comme sonde

pour chacun des équilibres (sondes du site actif : 159 ou 490 et sondes des conformations

ouvertes/fermées : 275 ou 279). Si la vitesse de relaxation longitudinale était changée dans

les différents états, il semble peu probable que ce changement soit équivalent pour tous les

résidus. En effet, la vitesse de relaxation longitudinale est plus sensible aux variations des

mouvements locaux rapide des chaînes latérales qu’au phénomène global de translation

rotationnelle.

Dans la suite de ce chapitre, nous considérerons que les vitesses de relaxation transver-

sale et longitudinale des groupements méthyles ont peu d’effet sur la quantification des

états conformationnels. Une étude expérimentale supplémentaire sera cependant néces-

saire pour valider cette hypothèse pour la relaxation longitudinale.
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D’autres expériences seront nécessaires pour lever ces paradoxes. Tout d’abord, il va falloir

reproduire ces données avec de nouveaux lots de PhCpn et d’AppNHp. Il pourrait aussi

être intéressant d’observer si avec une concentration en KCl inférieure l’ajout d’AppNHp

permet d’obtenir un pourcentage de conformations fermées plus élevé. Il va également

être possible de tester l’effet de différents analogues de l’ATP pas/peu hydrolysables et

d’observer si ils permettent d’obtenir des équilibres différents en fonction de leurs simili-

tudes avec la structure de l’ATP.

En conclusion, même si l’AppNHp montre des différences par rapport à l’ATP l’utilisation

de cet analogue a permis de confirmer que pour PhCpn la liaison de l’ATP est suffisante

pour entraîner le passage entre les conformations ouvertes et fermées. De plus, l’utilisa-

tion de l’AppNHp a été indispensable pour permettre de réaliser l’attribution partielle

des groupements méthyles Met-[13CH3]-ǫ dans la conformation fermée de PhCpn en sta-

bilisant la particule dans une conformation partiellement fermée. En effet, même avec le

système de régénération de l’ATP, il aurait été complexe d’enregistrer tous les spectres

des mutants avec PhCpn dans un état actif stable pour une durée relativement courte.

En l’absence de données supplémentaires, nous ne pouvons pas interpréter plus les don-

nées obtenues avec cet analogue. Dans les prochaines parties, nous allons limiter notre

analyse aux expériences enregistrées dans des conditions plus « physiologiques » entre

PhCpn et l’ATP en présence d’un système de régénération de l’ATP.
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5.2 Modèle du cycle fonctionnel de PhCpn sans et avec

une protéine dépliée

Dans le chapitre 1, nous avons présenté deux modèles de cycle fonctionnel possible pour

les chaperonines du groupe I avec un fonctionnement alterné (“bullet cycle”) ou synchro-

nisé (“football cycle”) des anneaux. Nous allons nous baser sur ces modèles pour décrire le

cycle fonctionnel des chaperonines du groupe II. Les données présentées dans cette partie

correspondent aux expériences à 65◦C qui permettent de comparer le cycle fonctionnel

sans (partie 3.4.2) et avec (partie 4.5) une protéine dépliée.

5.2.1 Cycle fonctionnel sans une protéine dépliée

En présence d’ATP, le site actif est totalement déplacé dans un état lié aux nucléotides.

Cela montre que les étapes correspondant au site actif vide sont négligeables en comparai-

son des autres étapes du cycle fonctionnel. Grâce à l’utilisation du système de régénération

de l’ATP, nous avons pu observer que pour le site actif il est possible de séparer la liaison

de l’ATP de celle de l’ADP. De plus, l’observation du site actif lié à l’ADP, en présence

du système de régénération de l’ATP, montre que l’ADP reste lié pour une période suffi-

samment longue du cycle pour que l’effet de sa liaison soit détectable.

Nous avons également pu observer que les populations des conformations ouvertes et fer-

mées de PhCpn correspondent respectivement à celle du site actif lié à l’ADP et lié à

l’ATP. Cela indique que PhCpn-ADP correspond à la conformation ouverte et PhCpn-

ATP à la conformation fermée (tableau 5.3).

Conformations Ouvertes : 23.3% (± 6.5) Fermées : 76.7% (± 6.6)
Occupation du site actif ADP : 25.3% (± 3.3) ATP : 74.7% (± 3.0)

Table 5.3: Équilibre sans protéine dépliée entre les conformations ouvertes et

fermées, et du pourcentage de site actif lié à l’ADP ou à l’ATP - Les expériences

RMN ont été enregistrées à 65◦C avec le système de régénération de l’ATP (Conditions

expérimentales : [PhCpn] = 26.3 µM et [ATP] = 10mM).

En l’absence de protéine dépliée (partie 3.4.2), et avec une concentration d’ATP de l’ordre

du mM, PhCpn peut dépasser l’équilibre correspondant à 50% de chaque conformations.

Par conséquent, le modèle “bullet cycle” (figure 1.10) pour lequel on a à tout instant un
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Pour confirmer que l’étape d’hydrolyse est l’étape limitante du cycle, il serait possible

d’utiliser des analogues de l’ATP qui sont hydrolysables mais avec une vitesse d’hydrolyse

10 à 20 fois inférieure. Dans ces conditions, l’équilibre entre les conformations ouvertes et

fermées devrait être déplacé avec une valeur proche de 100% de conformations fermées et

une augmentation de la durée de l’étape limitante du cycle.

5.2.2 Cycle fonctionnel avec le lysozyme déplié

En présence du lysozyme déplié, nous avons pu observer plusieurs modifications du cycle

fonctionnel. L’équilibre entre les conformations ouvertes et fermées est modifié et les pour-

centages de site actif lié à l’ATP ou l’ADP sont également modifiés (tableau 5.4).

Conformations Ouvertes : 51.9% (± 3.3) Fermées : 48.1% (± 3.3)
Occupation du site actif ADP : 52.4% (± 2.3) ATP : 47.6% (± 2.2)

Table 5.4: Équilibre avec le lysozyme déplié entre les conformations ouvertes et

fermées, et du pourcentage de site actif lié à l’ATP ou à l’ADP - Les expériences

RMN ont été enregistrées à 65◦C avec le système de régénération de l’ATP( Conditions

expérimentales : [PhCpn] = 15 µM, [lysozyme] = 30 µM et [ATP] = 10mM).

Le cycle fonctionnel peut être décrit avec une conformation fermée de PhCpn pendant

48.1% (+/- 3.3) du cycle et ouverte pendant 51.9% (+/- 3.3) du cycle. Nous avons éga-

lement montré que l’ajout du lysozyme dépliée permet d’augmenter l’activité ATPase de

PhCpn à 39.1 mole d’ATP/min/mole de PhCPn(particule) ce qui correspond à une aug-

mentation d’environ 150% de l’activité (partie 3.4.2.1).

Comme nous l’avons fait précédemment, si l’on émet l’hypothèse qu’un cycle fonctionnel

correspond à l’hydrolyse de 16 ATP (ou 8 ATP par fermeture de chaque anneau), on peut

calculer une durée de 24.4 secondes par cycle. Avec les pourcentages données ci-dessus, la

conformation fermée correspond à 11.6 s (+- 0.6) et la conformation ouverte à 12.8 s (+-

0.6) (figure 5.4).

La comparaison de la durée de chaque étape par rapport au cycle sans une protéine dé-

pliée permet de montrer que l’étape (1) d’hydrolyse de l’ATP est accélérée par environ

un facteur trois et l’étape (2) n’est que peu modifiée. De plus, en présence du lysozyme

déplié l’hydrolyse de l’ATP n’est plus l’étape limitante avec un temps équivalent pour les

deux étapes du cycle.
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La figure 5.7 permet de comparer les résidus hydrophobes exposés dans les conformations

ouvertes et fermées de PhCpn. la majorité des résidus hydrophobes qui sont exposés dans

la conformation ouverte sont repositionnés à l’interface entre les sous-unités lors du pas-

sage à la conformation fermée avec une diminution importante du nombres de résidus

hydrophobes accessibles. Ces modifications de la cavité dans la conformation fermée per-

mettent de proposer un mécanisme pour le repliement du lysozyme :

(1) La majorité des résidus hydrophobes n’étant plus accessibles dans la conformation

fermée, le lysozyme déplié doit être libéré dans la cavité de PhCpn.

(2) Le lysozyme déplié va être confiné dans une cavité de 130 000 Å3 (244) (2.5 fois le vo-

lume du lysozyme déplié) où il va pouvoir évoluer isolé sans risque de former des agrégats

avec d’autres protéines dépliées.

(3) Le mécanisme du repliement dans PhCpn reste mal compris. Différents facteurs

peuvent intervenir : effets entropique défavorable à l’état déplié en milieu confiné ; chan-

gements conformationnels de PhCpn stabilisant l’état replié ; rôle de l’hydrolyse de l’ATP.

(4) La constante de vitesse du repliement du lysozyme libre (en solution sans PhCpn)

est de 0.9 s-1 (± 0.19), ce qui est compatible avec un repliement dans PhCpn puisque la

cavité reste fermée pendant une douzaine de secondes.

Ce modèle n’est qu’une hypothèse et aucune preuve directe du repliement dans la cavité

de PhCpn n’a pu être observée dans nos expériences. Cependant, de par la nature haute-

ment dynamique du lysozyme dans la cavité de PhCpn, il était attendu de ne pas pouvoir

observer de modifications de ses signaux RMN dans les conditions de nos expériences.

Afin de pouvoir valider cette hypothèse, il faudrait pouvoir isoler une conformation fermée

de PhCpn stable ayant encapsulée le lyzozyme à l’intérieur de l’une des cavités. Alter-

nativement pour confirmer cette l’hypothèse, il serait possible de réaliser un marquage

PRE de PhCpn qui devrait permettre d’observer des modifications des signaux RMN du

lysozyme replié si il est présent dans la cavité de PhCPN. De plus, l’utilisation d’ana-

logue de l’ATP dont l’hydrolyse est plus lente devrait également permettre d’augmenter

la durée de la conformation fermée et de faciliter l’observation de l’effet de la cavité sur

le lysozyme en repliement.
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(2) Déstabilisation de la conformation fermée par le lysozyme dans la cavité :

La présence d’une protéine dépliée ou en repliement dans la cavité pourrait avoir un effet

sur la stabilité de la conformation fermée de PhCpn. Par conséquent, en déstabilisant

la conformation fermée le lysozyme pourrait accélérer le passage dans la conformation

ouverte de l’anneau.

Pour confirmer ces mécanismes, il serait possible d’utiliser des analogues hydrolysables de

l’ATP qui vont ralentir l’activité ATPase en maintenant PhCpn dans une conformation

fermée pour une période plus longue. En utilisant du lysozyme avec un marquage PRE,

il devrait être possible d’observer des effets du lysozyme sur la cavité et ainsi de définir

des zones d’interactions dans la conformation fermée.

5.3 Conclusions et perspectives

L’étude d’une chaperonine de 1 MDa représentait un défi autant par rapport à la taille de

cette particule pour une étude par RMN du liquide, que par la complexité du mécanisme

d’action de cette machinerie.

Le choix d’un marquage des groupements méthyles Met-[13CH3]-ǫ adaptés à la taille de

PhCpn nous a permis dans un premier temps d’avoir un aperçu de la faisabilité de l’ob-

servation de cette machinerie par RMN du liquide. Ensuite, grâce au développement d’un

marquage des groupements méthyles Val-[13CH3]-proS, il a été possible de multiplier par

quatre le nombre de sondes de l’état conformationnel de PhCpn par rapport au simple

marquage des groupements méthyles Met-[13CH3]-ǫ.

Cependant, l’observation de spectres 2D (1H, 13C) HMQC ne permet d’accéder qu’à un

nombre de paramètres très limité et il a donc été nécessaire de réaliser l’attribution de ces

signaux pour accéder à des informations structurales. Toutefois, les techniques classique-

ment utilisées pour l’attribution de protéines par RMN du liquide n’était pas utilisable

pour l’attribution d’une particule de 1 MDa. Par conséquent, nous avons combiné l’utilisa-

tion d’une stratégie de mutagenèse modifiée avec celle d’une une micro-sonde cryogénique

1.7 mm pour permettre l’attribution des groupements méthyles Met-[13CH3]-ǫ et Val-

[13CH3]-proS de PhCpn.
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5.3 Conclusions et perspectives

Avant d’étudier PhCpn pendant son cycle fonctionnel, nous avons utilisé un analogue de

l’ATP qui nous a permis d’isoler des états conformationnels stables de PhCpn. Ces états

conformationnels ont permis d’identifier les signaux RMN des différentes conformations

fonctionnelles de PhCpn. Cet analogue de l’ATP a également permis de démontrer un

mécanisme de fermeture de PhCpn par la liaison de l’ATP et non son hydrolyse comme

proposé pour d’autre chaperonines du groupe II.

Le développement d’un système de régénération de l’ATP, fonctionnel à haute tempé-

rature, nous a ensuite permis de stabiliser PhCpn dans un état actif pendant plusieurs

heures. Qui plus est, en utilisant ce système de régénération, il a été possible de corréler

l’occupation du site actif de PhCpn par l’ADP et l’ATP avec les conformations ouvertes

et fermées de PhCpn. La combinaison de différentes expériences RMN nous a permis de

caractériser la durée des différentes étapes du cycle fonctionnel et ainsi de proposer des

modèles du cycle fonctionnel pour les chaperonines du groupe II sans et avec une protéine

dépliée. D’une manière similaire aux chaperonines du groupe I, nous avons montré que

le cycle fonctionnel des chaperonines du groupe II est modifié par la présence d’une pro-

téine déplié. En effet l’ajout d’une protéine déplié entraîne une augmentation de l’activité

ATPase et un déplacement des équilibres entre les conformations ouvertes et fermées de

PhCpn.

L’aspect dynamique des interactions entre les chaperonines et des protéines dépliées rend

leur caractérisation complexe par les techniques de biologie structurale. La RMN du li-

quide s’est ici révélée être une technique particulièrement adaptée pour permettre d’étu-

dier le complexe entre PhCpn et le lysozyme déplié. En effet, il a été possible de caractériser

plusieurs paramètres de l’interaction comme l’affinité de l’interaction, l’observation de la

formation du complexe à différentes températures et d’apporter une première estimation

des paramètres thermodynamiques du dépliement du lysozyme en présence de PhCpn.

Il a été également possible de caractériser une zone d’interaction à l’intérieur de la ca-

vité de PhCpn qui confirme les observations obtenues grâce à la structure de CCT avec

la tubuline (155). On notera ici, que sans le marquage des groupements méthyles Val-

[13CH3]-proS, il n’aurait pas été possible d’obtenir un nombre de sondes RMN suffisantes

pour une caractérisation de cette zone d’interaction.

Ce travail a permis d’apporter les premiers éléments pour une meilleure compréhension

du cycle fonctionnel des chaperonines du groupe II et de l’interaction avec une protéine

dépliée. Cependant, cette description du cycle fonctionnel reste partielle et de nombreux
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éléments reste encore mal compris pour permettre une unification des différents résultats.

Dans ce chapitre, plusieurs expériences ont été proposées pour permettre d’approfondir

ces points et permettre de lever ces ambiguïtés. De plus, les modèles que nous avons mis

en place pourront également permettre de proposer différentes idées qui pourraient per-

mettre d’aller plus loin dans la description des chaperonines du groupe II. Deux exemples

qui nous semble particulièrement intéressants sont donnés ci dessous :

(1) Le nombre d’étude sur l’interaction entre des protéines dépliées et des chaperonines

étant très limité, l’exploration de ce sujet semble primordial pour apporter une meilleure

compréhension du fonctionnement des chaperonines. Notre étude a permis de montrer que

la RMN du liquide s’est révélée être un outil de choix pour l’étude de cette interaction

et que cette technique permet d’accéder à de nombreux paramètres difficilement acces-

sibles par d’autres techniques de biologie structurale. Il pourrait être intéressant de tester

l’effet de protéines avec des propriétés différentes sur le cycle fonctionnel de PhCpn. On

pourra par exemple tester l’influence de protéines plus grosses qui ne peuvent pas ou plus

difficilement rentrer dans l’anneau et par conséquent devraient permettre de modifier les

équilibres du cycle fonctionnel.

(2) L’interaction entre les prefoldines et les chaperonines du groupe II n’a pas pu être

abordée dans cette thèse. Malgré l’importance biologique de ces "co-chaperonines", leur

rôle reste encore mal connu. Tout comme une protéine dépliée peut avoir un effet sur le

cycle fonctionnel des chaperonines du groupe II, l’interaction avec ces "co-chaperonines"

pourrait avoir des effets très intéressant sur le fonctionnement des chaperonines.

Finalement, comme nous l’avons indiqué dans l’introduction, l’étude du fonctionnement

des chaperonnes moléculaires permet d’apporter une meilleure compréhension du phéno-

mène de repliement des protéines dans les cellules et de mieux comprendre le rôle de ces

machineries moléculaire dans ce phénomène. Notre étude permet d’ouvrir de nouvelles

opportunités grâce aux développements que nous avons mis en place pour l’étude de gros

assemblages par RMN qui pourraient être appliqués à d’autre chaperonnes moléculaires.

Ainsi, il serait possible d’obtenir des paramètres qui sont difficilement accessibles par

d’autres techniques de biologie structurale et donc d’apporter des informations complé-

mentaires par rapport à ces techniques.
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6.2 Annexe 2 : Article n◦2

A Cost-Effective Protocol for the Parallel Production
of Libraries of 13CH3 -Specifically Labeled Mutants for
NMR Studies of High Molecular Weight Proteins.
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↕➂➙➂➌➑➋→➂➆➊ ➑➔ →➂➊➁➍➌➛➅➋➂➇➄➜➇ ➌➈➣➂➌➄➆➉ ➋➃➑➊➑➇➑➌➅ ➇➑→➣➄➆➂➓ ➝➄➊➁ ➄→➋➃➑➙➂➓ ➎➏➐ ➅➋➂➇➊➃➑➅➇➑➋➍ ➂➆➈➣➌➂
➆➑➝➈➓➈➍➅ ➅➊➒➓➄➂➅ ➑➔ ➋➃➑➊➂➄➆➅ ➇➑→➋➌➂➞➂➅ ➒➋ ➊➑ ➟ ➏↕➈↔ ➠➑➃ ➅➒➇➁ ➌➈➃➉➂ ➇➑→➋➌➂➞➂➅➡ ➊➁➂ →➈➢➑➃ ➄➆➊➂➃➂➅➊ ➌➄➂➅ ➄➆
➑➣➊➈➄➆➄➆➉ ➅➊➃➒➇➊➒➃➈➌➡ ➓➍➆➈→➄➇ ➈➆➓ ➄➆➊➂➃➈➇➊➄➑➆ ➄➆➔➑➃→➈➊➄➑➆ ➄➆ ➅➑➌➒➊➄➑➆➡ ➝➁➄➇➁ ➃➂➤➒➄➃➂➅ ➅➂➤➒➂➆➇➂➛➅➋➂➇➄➜➇
➃➂➅➑➆➈➆➇➂ ➈➅➅➄➉➆→➂➆➊ ➑➔ ➎➏➐ ➅➄➉➆➈➌➅↔ ➥➁➄➌➂ ➅➒➇➁ ➈➆➈➌➍➅➄➅ ➄➅ ➤➒➄➊➂ ➅➊➈➆➓➈➃➓ ➔➑➃ ➅→➈➌➌ ➋➃➑➊➂➄➆➅➡ ➄➊ ➃➂→➈➄➆➅
➑➆➂ ➑➔ ➊➁➂ →➈➢➑➃ ➣➑➊➊➌➂➆➂➇➦➅ ➝➁➂➆ ➊➁➂ ➅➄➧➂ ➑➔ ➊➁➂ ➋➃➑➊➂➄➆ ➄➆➇➃➂➈➅➂➅↔

➨➂➃➂➡ ➝➂ ➓➂➅➇➃➄➣➂ ➄→➋➌➂→➂➆➊➈➊➄➑➆ ➈➆➓ ➌➈➊➂➅➊ ➄→➋➃➑➙➂→➂➆➊➅ ➑➔ ➩➂➩➫➏➡ ➈ ➔➈➅➊ ➈➆➓ ➒➅➂➃➛➔➃➄➂➆➓➌➍ ➈➋➋➃➑➈➇➁
➔➑➃ ➈➅➅➄➉➆→➂➆➊ ➑➔ →➂➊➁➍➌ ➃➂➅➑➆➈➆➇➂➅ ➄➆ ➌➈➃➉➂ ➋➃➑➊➂➄➆➅ ➒➅➄➆➉→➒➊➈➉➂➆➂➅➄➅↔ ➥➂ ➁➈➙➂ ➄→➋➃➑➙➂➓ ➇➒➌➊➒➃➂ →➂➓➄➒→
➊➑ ➣➑➑➅➊ ➊➁➂ ➋➃➑➓➒➇➊➄➑➆ ➑➔ →➂➊➁➍➌➛➅➋➂➇➄➜➇➈➌➌➍ ➌➈➣➂➌➂➓ ➋➃➑➊➂➄➆➅➡ ➈➌➌➑➝➄➆➉ ➒➅ ➊➑ ➋➂➃➔➑➃→ ➅→➈➌➌➛➅➇➈➌➂ ➋➈➃➈➌➌➂➌
➋➃➑➓➒➇➊➄➑➆ ➈➆➓ ➋➒➃➄➜➇➈➊➄➑➆ ➑➔ ➈ ➌➄➣➃➈➃➍ ➑➔ ➭➯➲➨➯➛➅➋➂➇➄➜➇➈➌➌➍ ➌➈➣➂➌➂➓ →➒➊➈➆➊➅↔ ➀➁➄➅ ➑➋➊➄→➄➧➂➓ ➋➃➑➊➑➇➑➌ ➄➅
➄➌➌➒➅➊➃➈➊➂➓ ➣➍ ➈➅➅➄➉➆→➂➆➊ ➑➔ ➫➌➈➆➄➆➂➡ ➳➅➑➌➂➒➇➄➆➂➡ ➈➆➓ ➵➈➌➄➆➂ →➂➊➁➍➌ ➉➃➑➒➋➅ ➑➔ ➊➁➂ ➁➑→➑➓➑➓➂➇➈→➂➃➄➇
➈→➄➆➑➋➂➋➊➄➓➈➅➂ ➸➁➀➺➀➻↔ ➥➂ ➂➅➊➄→➈➊➂➓ ➊➁➈➊ ➊➁➄➅ ➄→➋➃➑➙➂➓ →➂➊➁➑➓ ➈➌➌➑➝➅ ➈➅➅➄➉➆→➂➆➊ ➑➔ ➇➈↔ ➟➼➼ →➂➊➁➍➌
➇➃➑➅➅➛➋➂➈➦➅ ➄➆ ➻ ➝➂➂➦➅➡ ➄➆➇➌➒➓➄➆➉ ➽ ➓➈➍➅ ➑➔ ➎➏➐ ➊➄→➂ ➈➆➓ ➌➂➅➅ ➊➁➈➆ ➻ ➦➾ ➑➔ ➄➅➑➊➑➋➄➇ →➈➊➂➃➄➈➌➅↔

➚➪➶ ➹➘➴➷➬ ➏➂➊➁➍➌ ➉➃➑➒➋➡ ➳➅➑➊➑➋➄➇ ➌➈➣➂➌➄➆➉➡ ➨➄➉➁ →➑➌➂➇➒➌➈➃ ➝➂➄➉➁➊ ➋➃➑➊➂➄➆➅➡ ➎➏➐ ➅➋➂➇➊➃➑➅➇➑➋➍➡
➩➂➩➫➏➡ ➫➅➅➄➉➆→➂➆➊➡ ➩➄➊➂➛➓➄➃➂➇➊➂➓ →➒➊➈➉➂➆➂➅➄➅

➮ ➱✃❼❽❐❒❮❿❼❰❐✃

ÏÐÑÒÓÔÕÖ×ØÐÖÓÒ ÙÚÙÛ×ÔÙ ÓÒ× ÜÝÞÕÖÞ×ß ÜÝ ÔÓÝÚ Õà Ûá× â×Ú ÑÒÕØ×ÙÙ×Ù
ÛáÓÛ ÕØØÐÒ ÜÝ Ø×ÖÖÙã äá×Ò×àÕÒ×å ÐÝß×ÒÙÛÓÝßÜÝæ Ûá×ÜÒ ÖÕØÓÖ ÙÛÒÐØÛÐÒ×
ÓÝß ßÚÝÓÔÜØÙ ÜÙ ØÒÜÛÜØÓÖã çÕÒ ÙÐØá ÜÝÞ×ÙÛÜæÓÛÜÕÝÙå èéê ÙÑ×ØÛÒÕÙë
ØÕÑÚ ÜÙ Ó Û×ØáÝÜìÐ× Õà ØáÕÜØ× ÓÝß ÝÕí ÓÖÖÕíÙ ÙÛÐßÜ×Ù Õà ÓÙÙ×ÔîÖÜ×Ù
ÐÑ ÛÕ ï éðÓ ñïòã äáÜÙ íÓÙ ÔÓß× ÑÕÙÙÜîÖ× îÚ Ûá× ß×Þ×ÖÕÑÔ×ÝÛ Õà
ÑÒÕÛÕØÕÖÙ àÕÒ Ûá× Ù×Ö×ØÛÜÞ× ÑÒÕÛÕÝÓÛÜÕÝ Õà Ô×ÛáÚÖ æÒÕÐÑÙ ÜÝ Ñ×Òß×Ðë
Û×ÒÓÛ×ß ÑÒÕÛ×ÜÝÙ ñóôõòã äáÜÙ ÙÛÒÓÛ×æÚ ÜÙ îÓÙ×ß ÕÝ ÙÕÔ× Þ×ÒÚ àÓÞÕÒë
ÓîÖ× Ò×ÖÓöÓÛÜÕÝ ÑÒÕÑ×ÒÛÜ×Ù Õà Ô×ÛáÚÖ æÒÕÐÑÙ ÜÝ ÑÒÕÛ×ÜÝÙ ÛáÓÛ ÙáÕí

6.2 Annexe 2 : Article n◦2
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✟✐☛✂✝ ✟✏✆✟ ✞❡✝✟✆✍✐✑✐✩❡ ☛✑✐✒☛☞❡☎✐✄ ✐✂✟❡☎✘✆✄❡✝ ❛✐✟✏☛✓✟ ✝✐✒✂✐✜✄✆✂✟✑✡

✞✐✝☎✓✌✟✐✂✒ ✟✏❡ ✝✟☎✓✄✟✓☎❡ ☛✘ ✟✏❡ ☞☛✂☛☞❡☎ ☛☎ ✞☛☞✆✐✂♦ ✪✂☛✟✏❡☎

✆✑✟❡☎✂✆✟✐✠❡ ✟☛ ☛✠❡☎✄☛☞❡ ✝✐✩❡ ✑✐☞✐✟✆✟✐☛✂ ✐✝ ✝☛✑✐✞✗✝✟✆✟❡ ✚▼✛ ✝✌❡✄✗

✟☎☛✝✄☛✌✡ ❜✣✣❪✱ ✐✂ ❛✏✐✄✏ ✟✏❡ ✑✐✂❡❛✐✞✟✏ ✐✝ ✐✂✞❡✌❡✂✞❡✂✟ ☛✘ ✟✏❡ ☞☛✑❡✄✗

✓✑✆☎ ❛❡✐✒✏✟ ❜✣✶❪♦ ✫❡✟✱ ✟✏✐✝ ✆✌✌☎☛✆✄✏ ☎❡✔✓✐☎❡✝ ✄☎✡✝✟✆✑ ✌☎❡✌✆☎✆✟✐☛✂

✒✐✠✐✂✒ ✏✐✒✏✗✔✓✆✑✐✟✡ ✝✌❡✄✟☎✆ ✝✐☞✐✑✆☎ ✟☛ ✝☛✑✓✟✐☛✂ ✝✟✆✟❡ ✚▼✛✱ ✆✂✞

✟✐☞❡✗✄☛✂✝✓☞✐✂✒ ✆✂✆✑✡✝✐✝ ☛✘ ✄☛☞✌✑❡✖ ✬✭✢❈✬✭✢ ✄☛☎☎❡✑✆✟✐☛✂ ✝✌❡✄✟☎✆

✆✄✔✓✐☎❡✞ ✓✝✐✂✒ ✝☛✑✐✞✗✝✟✆✟❡ ✚▼✛♦ ▼❡✟✏✡✑✗☞❡✟✏✡✑ ✚✓✄✑❡✆☎

❖✠❡☎✏✆✓✝❡☎ ✮✂✏✆✂✄❡☞❡✂✟ ✯✚❖✮✰ ❡✖✌❡☎✐☞❡✂✟✝ ✄✆✂ ✆✑✝☛ ✍❡ ✓✝❡✞ ✐✂

✄☛☞✍✐✂✆✟✐☛✂ ❛✐✟✏ ✄✏❡☞✐✄✆✑ ✝✏✐✘✟ ✌☎❡✞✐✄✟✐☛✂ ✌☎☛✒☎✆☞✝ ✟☛ ✆✝✝✐✒✂

☞❡✟✏✡✑ ✒☎☛✓✌✝ ✐✂ ✌☎☛✟❡✐✂✝ ❜✣✲❪♦ ✕✏✐✝ ☞❡✟✏☛✞ ✐✝ ✝☛ ✘✆☎ ✑✐☞✐✟❡✞ ✟☛

✝☞✆✑✑ ✝✡✝✟❡☞✝ ✞✓❡ ✟☛ ✟✏❡ ✄☛☞✌✑❡✖✐✟✡ ☛✘ ✞❡✟❡✄✟✐✂✒ ✑☛✂✒ ☎✆✂✒❡ ✚❖✮

✆✟ ☞☛☎❡ ✟✏✆✂ ✼ ✐✂ ✠❡☎✡ ✑✆☎✒❡ ✌☎☛✟❡✐✂ ✆✝✝❡☞✍✑✐❡✝♦ ✪✂☛✟✏❡☎ ✆✌✌☎☛✆✄✏

✟☛ ✆✝✝✐✒✂ ✑✆☎✒❡ ✌☎☛✟❡✐✂✝ ✐✝ ✟☛ ✆✂✆✑✡✩❡ ✌✆☎✆☞✆✒✂❡✟✐✄ ☎❡✑✆✖✆✟✐☛✂

❡✂✏✆✂✄❡☞❡✂✟✝ ✯✳✛✮✰ ✐✂✞✓✄❡✞ ✍✡ ✂✐✟☎☛✖✐✞❡ ✝✌✐✂✗✑✆✍❡✑✝ ✐✂ ✄☛☞✍✐✂✆✗

✟✐☛✂ ❛✐✟✏ ✆✂ ✆✠✆✐✑✆✍✑❡ ✲✥ ✝✟☎✓✄✟✓☎❡ ❜✣✴❪♦

✪✑✟❡☎✂✆✟✐✠❡✑✡✱ ✝❡✠❡☎✆✑ ✒☎☛✓✌✝ ✏✆✠❡ ☎❡✌☛☎✟❡✞ ✆ ☞✓✟✆✒❡✂❡✝✐✝✗

✍✆✝❡✞ ✆✌✌☎☛✆✄✏ ✘☛☎ ✆✝✝✐✒✂☞❡✂✟ ☛✘ ✝☛☞❡ ☞❡✟✏✡✑ ☎❡✝☛✂✆✂✄❡✝ ✐✂ ✑✆☎✒❡

✌☎☛✟❡✐✂✝♦ ✵✝✐✂✒ ✸❡✓ ☛☎ ✹✆✑ ☞✓✟✆✟✐☛✂✝ ✆✑☛✂✒ ❛✐✟✏ ✝✟❡☎❡☛✝✌❡✄✐✜✄
✬✭✢✺✭ ✑✆✍❡✑✐✂✒ ☛✘ ✸❡✓✻✹✆✑ ☎❡✝✐✞✓❡✝✱ ✪♦ ✦❡✠❡✂ ✆✂✞ ✿♦ ✛✐✩☛ ❜✣❀❪

❛❡☎❡ ✆✍✑❡ ✟☛ ✆✝✝✐✒✂ ☞❡✟✏✡✑ ☎❡✝☛✂✆✂✄❡✝ ✟☛ ✆ ✼✲ ✎✥✆ ✌☎☛✟❡✐✂ ✞☛☞✆✐✂♦

✦✐☞✐✑✆☎✑✡✱ ✣❀ ☛✘ ✣✼ ☞❡✟✏✡✑ ☎❡✝☛✂✆✂✄❡ ✘☎❡✔✓❡✂✄✐❡✝ ☛✘ ☞❡✟✏✐☛✂✐✂❡

☞❡✟✏✡✑ ✒☎☛✓✌✝ ☛✘ ✆✂ ✛✚✪ ✌☛✑✡☞❡☎✆✝❡ ❛❡☎❡ ✆✝✝✐✒✂❡✞ ✍✡ ✝✐✟❡✗✍✡✗✝✐✟❡
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✷�✁

♠✂✄☎✄✆✝✞ ✟✄✠☎✄✡☛☞ ✌✶✍❪✎ ✏ ✟✆♠✆✑☎✠ ☎✒✒✠✝☎♦✓ ✔☎✟ ✂✟✡✕ ✄✝ ✝✖✄☎✆✞

✟✝♠✡ s✑✡✗ ✘✡✂✗ ✝✠ ✙☎✑ ♠✡✄✓☞✑ ☛✠✝✂✒ ☎✟✟✆☛✞♠✡✞✄✟ ✆✞ ✄✓✡ ✒✠✝✄✡☎✟✡

❈✑✒✚ ✌✶✛❪✎ s✞ ✒☎✠☎✑✑✡✑✗ ✄✓✡ ☎✟✟✆☛✞♠✡✞✄✜✖☞✜♠✂✄☎☛✡✞✡✟✆✟ ✟✄✠☎✄✡☛☞ ✓☎✟

☎✑✟✝ ✖✡✡✞ ☎✒✒✑✆✡✕ ✄✝ ☎ ❛✍✢ ✣✤☎ ✟✂✒✠☎♠✝✑✡♦✂✑☎✠ ✒✠✝✄✡✆✞ ✝✑✆☛✝♠✡✠✗

❢✝✠ ✄✓✡ ✥✠✟✄ ✄✆♠✡ ✆✞ ☎ ✓✆☛✓✑☞ ✟☞✟✄✡♠☎✄✆♦ ✔☎☞ ✌✶✢❪✎ ✦✓✡ ♠✡✄✓✝✕

♦☎✑✑✡✕ ❝✡❝✏✧ ★❝✡✩✂✡✞♦✡✜❝✒✡♦✆✥♦ ✏✟✟✆☛✞♠✡✞✄ ✝❢ ♠✡✄✓☞✑ ☛✠✝✂✒✟ ✖☞

✧✂✄☎☛✡✞✡✟✆✟▼ ✆✟ ✖☎✟✡✕ ✝✞ ☎✂✄✝♠☎✄✡✕ ♠✝✑✡♦✂✑☎✠ ✖✆✝✑✝☛☞ ✄✡♦✓✞✆✩✂✡✟✗

✟♠☎✑✑✜✟♦☎✑✡ ✒☎✠☎✑✑✡✑ ✒✠✡✒☎✠☎✄✆✝✞ ✝❢ ✠✡✟✆✕✂✡✜✟✒✡♦✆✥♦ ✆✟✝✄✝✒✡✜✑☎✖✡✑✡✕

✟☎♠✒✑✡✟✗ ☎✞✕ ✟✡✞✟✆✄✆✪✆✄☞✜✝✒✄✆♠✆✫✡✕✬✧✭ ✡✮✒✡✠✆♠✡✞✄✟✎ ✯☎♦✓♠✂✄☎✞✄

♦✝✞✟✄✠✂♦✄ ✆✟ ✡✮✒✠✡✟✟✡✕ ✝✞ ☎ ✟♠☎✑✑✜✟♦☎✑✡ ✂✟✆✞☛ ❢✂✑✑☞ ✒✡✠✕✡✂✕✡✠☎✄✡✕

✡✮✒✠✡✟✟✆✝✞ ♠✡✕✆☎ ✟✂✒✒✑✡♠✡✞✄✡✕ ✔✆✄✓ ✆✟✝✄✝✒✡✜✑☎✖✡✑✡✕ ♠✡✄☎✖✝✑✆♦

✒✠✡♦✂✠✟✝✠✟ ✕✡✟✆☛✞✡✕ ❢✝✠ ✄✓✡ ✟✒✡♦✆✥♦ ✒✠✝✄✝✞☎✄✆✝✞ ✝❢ ☎ ✟✆✞☛✑✡ ♦✑☎✟✟ ✝❢

♠✡✄✓☞✑ ☛✠✝✂✒ ✌✰Ð✺✗ ✶✱✗ ✶✲Ð✰✶❪✎ ✏ ♦✝✞✟✡✠✪☎✄✆✪✡ ♠✂✄☎✄✆✝✞ ✝❢ ✝✞✡

♠✡✄✓☞✑✜♦✝✞✄☎✆✞✆✞☛ ✠✡✟✆✕✂✡ ✄✝ ☎✞✝✄✓✡✠ ✞✝✞✑☎✖✡✑✡✕ ✝✞✡ ♦☎✂✟✡✟ ✄✓✡

✕✆✟☎✒✒✡☎✠☎✞♦✡ ✝❢ ✆✄✟ ✬✧✭ ♦✝✠✠✡✑☎✄✆✝✞ ❢✠✝♠ ✬✧✭ ✟✒✡♦✄✠✂♠ ✝❢ ☎

✟✒✡♦✆✥♦☎✑✑☞ ♠✡✄✓☞✑✜✑☎✖✡✑✡✕ ✟☎♠✒✑✡✎ ✦✓✆✟ ✟☞✟✄✡♠☎✄✆♦ ✟✄✠☎✄✡☛☞ ✑✡✕ ✄✝

♦✝♠✒✑✡✄✡ ✠✡✟✝✞☎✞♦✡ ☎✟✟✆☛✞♠✡✞✄ ✝❢ ✄✓✡ ❡❛ ✆✟✝✑✡✂♦✆✞✡✜✳✶ ☎✞✕ ❡✱

☎✑☎✞✆✞✡✜✴ ♠✡✄✓☞✑ ☛✠✝✂✒✟ ✆✞ ✑✡✟✟ ✄✓☎✞ ✰ ♠✝✞✄✓✟✎

✏✑✄✓✝✂☛✓ ✪✡✠☞ ✡❢❢✡♦✄✆✪✡✗ ✄✓✆✟ ♠✡✄✓✝✕ ✠✡♠☎✆✞✟ ✕✆❢✥♦✂✑✄ ✄✝ ✆♠✒✑✡✜

♠✡✞✄✎ ✦✓✡ ✒✠✝✕✂♦✄✆✝✞ ✟✄✡✒ ✆✟ ☎♦✓✆✡✪✡✕ ❢✠✝♠ ✺✱♠✘ ♦✂✑✄✂✠✡ ♠✡✕✆✂♠

✒✡✠ ♠✂✄☎✞✄✗ ✆✎✡✎✗ ✝✞✡ ♦✂✑✄✂✠✡ ✵☎✟✣ ❢✝✠ ✡☎♦✓ ♠✂✄☎✞✄✎ s✄ ✄✓✡✠✡❢✝✠✡

✠✡✩✂✆✠✡✟ ☎ ✑✝✄ ✝❢ ♠☎✞✆✒✂✑☎✄✆✝✞ ❢✠✝♠ ✄✓✡ ✂✟✡✠ ☎✞✕ ♠☎☞ ✖✡ ✄✓✡ ✟✝✂✠♦✡

✝❢ ✓☎✞✕✑✆✞☛ ♠✆✟✄☎✣✡✟✎ ✧✝✠✡✝✪✡✠✗ ✄✓✡ ✒✂✠✆✥♦☎✄✆✝✞ ✟✄✡✒ ✆✟ ✄✆♠✡ ♦✝✞✜

✟✂♠✆✞☛ ✖✡♦☎✂✟✡ ✡☎♦✓ ♠✂✄☎✞✄ ✆✟ ✒✂✠✆✥✡✕ ✟✡✩✂✡✞✄✆☎✑✑☞✎ ✦✓✡✠✡❢✝✠✡✗ ✔✡

☎✄✄✡♠✒✄✡✕ ✄✝ ✝✒✄✆♠✆✫✡ ☎✞✕ ✟✆♠✒✑✆❢☞ ✄✓✆✟ ✟✄✠☎✄✡☛☞ ★✸✆☛✎ ✶▼✎ ✸✆✠✟✄ ✔✡

✆♠✒✠✝✪✡✕ ✄✓✡ ♦✂✑✄✂✠✡ ♠✡✕✆✂♠ ✄✝ ✡✞✓☎✞♦✡ ♦✡✑✑ ✕✡✞✟✆✄☞✗ ☎✑✑✝✔✆✞☛ ✂✟

✄✝ ✕✡♦✠✡☎✟✡ ✄✓✡ ♦✂✑✄✂✠✡ ✪✝✑✂♠✡ ☎✞✕ ✒✡✠❢✝✠♠ ☎✑✑ ✄✓✡ ♦✂✑✄✂✠✡✟ ✆✞ ✒☎✠✜

☎✑✑✡✑✗ ✆✞ ✰❛ ✕✡✡✒✜✔✡✑✑ ✒✑☎✄✡✟✎ ✦✓✡✞✗ ☎✑✑ ✄✓✡ ♠✂✄☎✞✄✟ ✔✡✠✡ ✒✂✠✆✥✡✕ ✆✞

✒☎✠☎✑✑✡✑✗ ✝✞ ☎ ✲✍✜✔✡✑✑ ✒✑☎✄✡ ❢✝✠♠☎✄✗ ✄✓✡✠✡❢✝✠✡ ✡✞☎✖✑✆✞☛ ✒✂✠✆✥♦☎✄✆✝✞

✝❢ ✄✓✡ ✟☎♠✒✑✡✟ ✆✞ ☎ ❢✡✔ ✓✝✂✠✟ ✆✞✟✄✡☎✕ ✝❢ ✔✡✡✣✟✎ ✹✟✆✞☛ ✄✓✆✟ ✆♠✒✠✝✪✡✕

☎✒✒✠✝☎♦✓✗ ✔✡ ✔✡✠✡ ☎✖✑✡ ✄✝ ✠✡✕✂♦✡ ✡✮✒✡✠✆♠✡✞✄ ✄✆♠✡ ✖☞ ☎ ❢☎♦✄✝✠ ✝❢ ❛

☎✞✕ ✆✟✝✄✝✒✡ ♦✝✟✄ ✖☞ ☎ ❢☎♦✄✝✠ ✝❢ ✰ ♦✝♠✒☎✠✡✕ ✄✝ ✒✠✡✪✆✝✂✟✑☞ ✒✂✖✑✆✟✓✡✕

✆♠✒✑✡♠✡✞✄☎✄✆✝✞ ✌✶✢❪✎

✻ ✼✽✾✿❀❁✽❂❃

✶✎ ✸✠✡✟✓✑☞ ✄✠☎✞✟❢✝✠♠✡✕ ❊✎ ❄❅❆❇ ♦✡✑✑✟ ★✚✘✰✶★✤✯❡▼✗ ✚✘✰✶★✤✯❡▼

✭s✘❘ ✡✄♦▼ ✄✝ ✝✪✡✠✡✮✒✠✡✟✟ ✒✠✝✄✡✆✞ ✝❢ ✆✞✄✡✠✡✟✄✎

✰✎ ✘✚ ✖✠✝✄✓✎

❡✎ ✰× ✧✲ ♠✡✕✆✂♠ ✒✠✡✒☎✠✡✕ ✆✞ ❉❋❖ ★❢✝✠ ✶ ✘● ✰✱ ☛ ✝❢ ✬☎❋❉❍❖■✗

✛❉❋❖❏ ✍ ☛ ✝❢ ❑❉❋❍❖■❏ ✶ ☛ ✝❢ ✬☎❈✑❏ ✰ ☛ ✝❢ ✬❉■❈✑▼✎ ✏✂✄✝♦✑☎✪✡

✄✝ ✟✄✡✠✆✑✆✫✡✎

❛✎ ✧✲ ✒✠✡✒☎✠✡✕ ✆✞ ✤❋❖ ★❢✝✠ ✶ ✘● ✺✎❡ ☛ ✝❢ ☎✞✓☞✕✠✝✂✟ ✬☎❋❉❍❖■❏

❡ ☛ ✝❢ ☎✞✓☞✕✠✝✂✟ ❑❉❋❍❖■❏ ✱✎✺ ☛ ✝❢ ✬☎❈✑❏ ✶ ☛ ✝❢ ✬❉■❈✑▼✎ ✹✟✡

✟✄✡✠✆✑✡ ✤❋❖✎

✺✎ ❖✑✆☛✝✜✡✑✡♠✡✞✄✟ ★❢✝✠ ✶ ✘ ✝❢ ✧✲ ♠✡✕✆✂♠● ✶ ♠✘ ✝❢ ✶ ✧✧☛❝❖■✗

✶ ♠✘ ✝❢ ✱✎✶ ✧ ❈☎❈✑❋✗ ✶ ♠✘ ✝❢ ✱✎✶ ✧ ✧✞❈✑❋✗ ✶ ♠✘ ✝❢ ✺✱ ♠✧

▲◆P ◗❙❚❯❱❲❲❳❨❩

❨❬ ❭❱❫❴❵❜❞❣❚❱❤❳✐❤❥❜❜❵

❦❥❧❱❜❱♥ ♣❯❨❫❱❳❩❲

qrt ✉✈✈✇①②③④②⑤ ⑥⑦ ⑧⑨⑩①④ ❶⑩⑥⑤④✇② ✉✈✈④③❷❸✇④✈ ❹✈✇②① r❺⑤⑨①④②④✈✇✈

6.2 Annexe 2 : Article n◦2
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❩✁✂✄✹✱ ☎✆✝ ✞✟ ✠✡ ☛☎☎ ✞☞ ✌✍✎✏✸✮✆ ✂✑✍✒✓✏✓✔✍ ✠✁ ☎✆✕✕ ✖✞ ♠✏✑✍✒✆

✂✑✠❙✗✘ ✘✠✏✙✑✓✠✁✘ ✘✚✠✙✏✛ ✜✍ ✢✒✍✢❡✒✍✛ ✓✁ ✣✤✄ ❖✚✍✁ ✙✘✍✛ ✓✁ ☞✥

☛☎☎ ✶ ✣✤✄ ✠✒ ✝☎ ✶ ✣✤✄✦✧✤✄ ★✡✠✒ ✑✚✍ ✢✒✍❙✙✏✑✙✒✍✘✮ ❡✁✛ ✓✁

✧✤✄ ❖✚✍✁ ✙✘✍✛ ✓✁ ☞✥ ☛☎☎ ✶ ✧✤✄✆ ✩✁ ✑✚✓✘ ❙❡✘✍✱ ❡✏✏ ✢✠❖✛✍✒✘

✘✚✠✙✏✛ ✜✍ ✛✓✘✘✠✏s✍✛ ❡✁✛ ✏✪✠✢✚✓✏✓✔✍✛ ✑❖✓❙✍ ✓✁ ✧✤✄ ✑✠ ✒✍✞✠s✍

✒✍✘✓✛✙❡✏ ❖❡✑✍✒ ✜✍✡✠✒✍ ✢✒✍✢❡✒✓✁✫ ✘✑✠❙✗ ✘✠✏✙✑✓✠✁✘✆

✻✆ ❱✓✑❡✞✓✁ ❙✠❙✗✑❡✓✏ ★✡✠✒ ✝☎ ✞✟✐ ✕✝ ✞✫ ✠✡ ✢✪✒✓✛✠✬✓✁✍✱ ✕✝ ✞✫ ✠✡

✜✓✠✑✓✁✱ ✕✝ ✞✫ ✠✡ ✢❡✁✑✚✠✑✚✍✁❡✑✍ ✚✍✞✓❜❙❡✏❙✓✙✞✱ ✕✝ ✞✫ ✠✡ ✡✠✏✓❙

❡❙✓✛✱ ✕✝ ✞✫ ✠✡ ❙✚✠✏✓✁✍ ❙✚✏✠✒✓✛✍✱ ✕✝ ✞✫ ✠✡ ✁✓❡❙✓✁✍❡✞✓✛✍✱

✕✆✝ ✞✫ ✠✡ ✒✓✜✠✭❡s✓✁✱ ☛✕✝✞✫ ✠✡ ✑✚✓❡✞✓✁✍✮✆ ✂✠✏✙✜✓✏✓✔✍ ✜✪ ❡✛❛✙✘✑❜

✓✁✫ ✑✚✍ ✢✣ ❡✒✠✙✁✛ ♦✱ ✘✑✍✒✓✏✓✔✍ ✠✁ ☎✆✕✕ ✖✞ ♠✏✑✍✒ ❡✁✛ ✛✍❙✒✍❡✘✍

✑✚✍ ✢✣ ❡✒✠✙✁✛ ✝ ✡✠✒ ✏✠✁✫❜✑✍✒✞ ✘✑✠✒❡✫✍✆ ✯✘✍ ✕ ✞✟ ✡✠✒ ☛ ✟ ✠✡

☞✥ ✞✍✛✓✙✞✆ ❱✓✑❡✞✓✁✘ ✘✚✠✙✏✛ ✜✍ ✢✒✍✢❡✒✍✛ ✓✁ ✣✤✄ ✡✠✒ ✢✒✍❙✙✏❜

✑✙✒✍✘ ❡✁✛ ✓✁ ✧✤✄ ❖✚✍✁ ✙✘✍✛ ✓✁ ☞✥ ☛☎☎ ✶ ✧✤✄ ★✰✲✲ ❡✜✠s✍✮✆

♦✆ ✩✘✠✑✠✢✍✘✐ ✧✤✄ ★✤✣✳✥✥✆✾ ✶✮✱ ❉❜★✤✣✱ ✴✤✎✮❜✫✏✙❙✠✘✍ ★✤✣✳

✥✾ ✶✮✱ ✛✍✙✑✍✒❡✑✍✛ ✒✓❙✚ ❙✍✏✏ ✍✬✑✒❡❙✑✆ ✂✍s✍✒❡✏ ✘✠✙✒❙✍✘ ✠✡ ❙✍✏✏

✍✬✑✒❡❙✑ ❡✒✍ ❙✠✞✞✍✒❙✓❡✏✏✪ ❡s❡✓✏❡✜✏✍ ★✂✢✍❙✑✒❡ ✥ ★✎✩✟✮✱ ✎✍✏✑✠✁✍➝

✎✠✞✢✏✍✑✍ ☞✍✛✓✙✞ ★✎✩✟✮✱ ▼✓✠✵✬✢✒✍✘✘➝ ☛☎☎☎ ★✎✩✟✮✱ ✂✓✏❡✁✑✍✘➝

✺✼✽✿ ❀ ❚❁❂ ❃❄❅❆❇❅❈❊❂ ❋● ❅❍❈❄❋■❂❏ ❑❂❑▲◆P ❑❇❁❂❍◗t❅❇ ❅❊❊❘❯t❄◗t❅❋❆ ❋● t❁❂ ❈◗❄◗❊❊❂❊ ❍❘t◗t❅❋❆❲❳◗❯❂❏ ❨◆❬ ◗❯❯❅❭❆❲

❍❂❆t ❯t❄◗t❂❭②P ❪❫❴ ❵◗❇❁ ❍❂t❁②❊❲❇❋❆t◗❅❆❅❆❭ ❄❂❯❅❏❘❂ ❅❆ t❁❂ t◗❄❭❂t ❯❂❝❘❂❆❇❂ ❅❯ ❍❘t◗t❂❏❞ ❋❆ ◗ ❯❅t❂❲❳②❲❯❅t❂ ❳◗❯❅❯❞

t❋ ◗❆❋t❁❂❄ ❯❅❍❅❊◗❄ ❍❂t❁②❊ ❇❋❆t◗❅❆❅❆❭ ◗❍❅❆❋ ◗❇❅❏ ❪❂P❭P❞ ❢◗❊❲t❋❲▲❊◗❴ ❪❣❤❤ ❚◗❳❊❂ ❫❴P ❪❥❴ ◆❘t◗❆t ❇❋❆❯t❄❘❇t❯ ◗❄❂

❂❦❈❄❂❯❯❂❏ ❋❆ ◗ ❯❍◗❊❊❲❯❇◗❊❂ ❅❆ ❥❧ ❏❂❂❈❲♥❂❊❊ ❈❊◗t❂❯❞ ❘❯❅❆❭ ◆♣ ❍❂❏❅❘❍ ❈❄❂❈◗❄❂❏ ❅❆ qr✉ ◗❆❏ ❯❘❈❈❊❂❍❂❆t❂❏ ♥❅t❁

❥ ❭✈✇ r①❲❇❂❊❊ ❂❦t❄◗❇tP ✉❆❂ ❁❋❘❄ ❳❂●❋❄❂ ❅❆❏❘❇t❅❋❆❞ ●❘❊❊② ❈❂❄❏❂❘❏❂❄◗t❂❏ ❂❦❈❄❂❯❯❅❋❆ ❍❂❏❅❘❍ ❅❯ ❇❋❍❈❊❂❍❂❆t❂❏

♥❅t❁ ❅❯❋t❋❈❂❲❊◗❳❂❊❂❏ ❍❂t◗❳❋❊❅❇ ❈❄❂❇❘❄❯❋❄❯ ❏❂❯❅❭❆❂❏ ●❋❄ t❁❂ ❯❈❂❇❅③❇ ❅❆❇❋❄❈❋❄◗t❅❋❆ ❋● ④⑤⑥①⑤ ❅❯❋t❋❈❂❯ ❋● ◗ ❯❅❆❭❊❂

❇❊◗❯❯ ❋● ❍❂t❁②❊ ❭❄❋❘❈❯P ❚❁❂ ■❋❊❘❍❂ ❋● ❇❘❊t❘❄❂ ❅❯ ◗❏⑦❘❯t❂❏ t❋ ❂❆❯❘❄❂ ◗ ❍❅❆❅❍◗❊ ②❅❂❊❏ ❋● ⑧P⑨⑩⑧P❶ ❍❭ ❋● ❈❘❄❅③❂❏

❈❄❋t❂❅❆P ❪⑨❴ ⑥❂❊❊ ❈❂❊❊❂t❯ ◗❄❂ t❁❂❆ ❊②❯❂❏ ❅❆ ❈◗❄◗❊❊❂❊ ❘❯❅❆❭ ❇❁❂❍❅❇◗❊ ❊②❯❅❯ ❳❘●●❂❄ ◗❆❏ ❈❄❋t❂❅❆❯ ◗❄❂ ❈❘❄❅③❂❏ ❅❆ ♣❷❲♥❂❊❊

❈❊◗t❂❯ ③❊❊❂❏ ♥❅t❁ ◗❆❅❋❆ ❂❦❇❁◗❆❭❂ ❪❋❄ ◗❆② ❋t❁❂❄ ❯❘❅t◗❳❊❂❴ ❄❂❯❅❆P ❵◗❇❁ ❍❘t◗❆t ❯◗❍❈❊❂ ❅❯ ❏❅◗❊②❸❂❏ ◗❭◗❅❆❯t ①r✉❞

❊②❋❈❁❅❊❅❸❂❏❞ ◗❆❏ ❏❅❯❯❋❊■❂❏ ❅❆ ❨◆❬ ❯❘❅t◗❳❊❂ ❳❘●●❂❄P ❪❧❴ ❨◆❬ ❯❈❂❇t❄◗ ❇◗❆ ❳❂ ◗❇❝❘❅❄❂❏ ❘❯❅❆❭ t❁❂ ❑✉❹▲❑❚❲❍❂t❁②❊

❚❬✉❑❺ ❈❘❊❯❂ ❯❂❝❘❂❆❇❂ ◗❆❏ ◗❆ ❨◆❬ ❯❈❂❇t❄❋❍❂t❂❄ ❋❈❂❄◗t❅❆❭ ◗t ❁❅❭❁ ❍◗❭❆❂t❅❇ ③❂❊❏P ❑❂❝❘❂❆❇❂❲❯❈❂❇❅③❇ ◗❯❯❅❭❆❲

❍❂❆t ❋● ❂◗❇❁ ❨◆❬ ❯❅❭❆◗❊ ❅❯ ❅❆●❂❄❄❂❏ ❳② ❇❋❍❈◗❄❅❆❭ t❁❂ ❥q ④①❲④⑤⑥ ❇❋❄❄❂❊◗t❅❋❆ ❯❈❂❇t❄❘❍ ❋● ❂◗❇❁ ❍❂❍❳❂❄ ❋● t❁❂

❍❘t◗❆t ❊❅❳❄◗❄② ♥❅t❁ ◗ ❯❈❂❇t❄❘❍ ❋● t❁❂ ❆◗t❅■❂ ❈❄❋t❂❅❆P ▲ ❇❋❆❯❂❄■◗t❅■❂ ❍❘t◗t❅❋❆ ❋● ❋❆❂ ❍❂t❁②❊❲❇❋❆t◗❅❆❅❆❭ ❄❂❯❅❏❘❂

t❋ ◗❆❋t❁❂❄ ❆❋❆❊◗❳❂❊❂❏ ❋❆❂ ❇◗❘❯❂❯ t❁❂ ❏❅❯◗❈❈❂◗❄◗❆❇❂ ❋● t❁❂ ❍❂t❁②❊ ❭❄❋❘❈ ❯❅❭❆◗❊ ●❄❋❍ ❨◆❬ ❯❈❂❇t❄◗ ❄❂❇❋❄❏❂❏

●❋❄ ◗ ❯❈❂❇❅③❇◗❊❊② ❍❂t❁②❊❲❊◗❳❂❊❂❏ ❯◗❍❈❊❂

❻❼❽❾❿➀ ➁➂➃➄❼➀➅ ➀➅ ➆❼➇
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❊✁✂✄☎✆✝✞✟✠ ✡☛✆☎☞✌✍✎✏✑✒ ✓✏✄✔✕✄➝ ✡✓✏✄✍✎✥✑✒ ✎✍✥✁✑ ✓✌ ✍✖✆✏ ✏✍✗✘✙✒ ✱✎

✥✖✄✏✎ ✓✏✄✔✕✄➝ ✡✌✄✍✎✘ ☞✏ ✚❍✝✥✎☎☎ ✎✛✍✕☞✥✍ ✆✌ ✍✖✎ ✜✄☎☎✄✱✆✌✔ ✍✎✛✍✑✒

❜✗✍ ✄✍✖✎✕ ✥✎☎☎ ✎✛✍✕☞✥✍✏ ☞✕✎ ☎✆❡✎☎✙ ✍✄ ✔✆✢✎ ✍✖✎ ✏☞✣✎ ✕✎✏✗☎✍✏✁

✽✁ ✓■✤✦ ✡✧ ★ ✆✌ ✟✚✞✑✁

✾✁ ✶✩✂❍✩✝✣✎✍✖✙☎✝✏✲✎✥✆✪✥☞☎☎✙ ☎☞❜✎☎✎✘ ✲✕✎✥✗✕✏✄✕✏ ✱✎✕✎ ✲✗✕✥✖☞✏✎✘

✄✌ ☞ ✘✎✗✍✎✕☞✍✎✘ ✜✄✕✣ ✕✎☞✘✙ ✜✄✕ ✘✆✕✎✥✍ ✆✌✍✕✄✘✗✥✍✆✄✌ ✆✌✍✄ ✍✖✎

✥✗☎✍✗✕✎ ✣✎✘✆✗✣ ✡✫★✬✝✭✆✄✑✮ ✚❍✝✶✩✂❍✩✝✯☎☞✌✆✌✎ ✡✶✩✂✰✾✾ ✳✴
✚❍✰✾✽ ✳✑✒ ✚❍✝✶✩✂❍✩✝✠✝❡✎✍✄❜✗✍✙✕✆✥ ☞✥✆✘ ✡✶✩✂✰✾✾ ✳✴
✚❍✰✾✽ ✳✑✒ ✚❍✝✶✩✂❍✩✝✠✝✖✙✘✕✄✛✙✝✠✝✣✎✍✖✙☎✝♦✝✄✛✄✝✵✝❜✗✍☞✌✄✆✥

☞✥✆✘ ✡✶✩✂✰✾✾ ✳✴ ✚❍✰✾✸ ✳✑✒ ✚❍✝▲✝✓✏✄☎✎✗✥✆✌✎ ✡✚❍✰✾✽ ✳✑✒
✚❍✝▲✝✹✎✗✥✆✌✎ ✡✚❍✰✾✽ ✳✑✒ ✚❍✝✺✝❡✎✍✄✆✏✄✢☞☎✎✕☞✍✎ ✡✚❍✰✾✽ ✳✑✁

✧✻✁ ✧✻ ✣✹✝ ✠✵ ✘✎✎✲✝✱✎☎☎ ✲☎☞✍✎✏✁

✧✧✁ ✦☞✏ ✲✎✕✣✎☞❜☎✎ ☞✘✖✎✏✆✢✎ ✏✎☞☎✏✁

✧✁ ✧✻× ✭✗✔✭✗✏✍✎✕➝ ❜✗✜✜✎✕ ✡★✎✕✥❡✝★✆☎☎✆✲✄✕✎✑✁

✠✁ ✟✫✯✏✎✒ ✬✫✯✏✎✒ ☎✙✏✄❉✙✣✎ ✡❊✗✕✄✣✎✘✎✛✑✁

♦✁ ✾✼✝✱✎☎☎ ✪☎✍✎✕ ✲☎☞✍✎✏ ✡★☞✥✖✎✕✎✙✝✫☞✔✎☎✑✁

✵✁ ✠✒✠ ✣✹✝✾✼ ✘✎✎✲✝✱✎☎☎ ✲☎☞✍✎✏✁

✸✁ ✯☎✗✣✆✌✗✣ ✏✎☞☎✏✁

✼✁ ◗✓✯✢☞✥ ✾✼ ✈☞✥✗✗✣ ✣☞✌✆✜✄☎✘ ✡◗✆☞✔✎✌✑ ✄✕ ☞✌✙ ✢☞✥✗✗✣ ✣☞✌✆✝

✜✄☎✘ ✜✄✕ ✲✕✄✥✎✏✏✆✌✔ ✾✼✝✱✎☎☎ ✲☎☞✍✎✏✁

✿✁ ✯✲✲✕✄✲✕✆☞✍✎ ✕✎✏✆✌ ✡✜✄✕ ✌✄✌✍☞✔✔✎✘ ✲✕✄✍✎✆✌✏✮ ☞✌✙ ✆✄✌ ✎✛✥✖☞✌✔✎

✕✎✏✆✌ ✡◗ ✏✎✲✖☞✕✄✏✎✒ ☛■ ✏✎✲✖☞✕✄✏✎✒ ✎✍✥✁✑ ✄✕ ☞✜✪✌✆✍✙ ✕✎✏✆✌ ✡■✕✄✍✎✆✌

✯✒ ■✕✄✍✎✆✌ ✦✒ ❍✎✲☞✕✆✌ ✏✎✲✖☞✕✄✏✎✒ ✎✍✥✁✑✴ ✜✄✕ ✍☞✔✔✎✘ ✲✕✄✍✎✆✌✏✮

✫✆✝✫✤✯✒ ✤☞☎✄✌ ✕✎✏✆✌✒ ☛✍✕✎✲✝✍☞✥✍✆✌ ✏✎✲✖☞✕✄✏✎✁ ✎✍✥✁✑✁ ✓✌ ✍✖✆✏

✏✍✗✘✙✒ ✱✎ ✗✏✎✘◗ ✏✎✲✖☞✕✄✏✎ ✕✎✏✆✌ ✡✦❊❍✎☞☎✍✖✥☞✕✎ ✹✆✜✎ ☛✥✆✎✌✥✎✏✑✁

✽✁ ✯✌✆✄✌ ✎✛✥✖☞✌✔✎ ✥✖✕✄✣☞✍✄✔✕☞✲✖✙ ✎❀✗✆☎✆❜✕☞✍✆✄✌❁✱☞✏✖✆✌✔ ❜✗✜✝

✜✎✕✮ ✠✻ ✣★ ✤✕✆✏r❍✂☎ ✲❍ ✿✁✸✒ ✧✼✻ ✣★ ✫☞✂☎✁

✾✁ ✯✌✆✄✌ ✎✛✥✖☞✌✔✎ ✥✖✕✄✣☞✍✄✔✕☞✲✖✙ ✎☎✗✍✆✄✌ ❜✗✜✜✎✕✮ ✠✻ ✣★ ✤✕✆✏r

❍✂☎ ✲❍ ✿✁✸✒ ♦✸✻ ✣★ ✫☞✂☎✁

✧✻✁ ✟✆☞☎✙✏✆✏ ✣✎✣❜✕☞✌✎ ✡✦✎❜☞❂✎✛✒ ✟✆☞☎✙✏✆✏ ✏✙✏✍✎✣ ✜✄✕ ✏✣☞☎☎✝✢✄☎✗✣✎

✏☞✣✲☎✎✏✑✁

✫★✬ ✏✲✎✥✍✕☞ ✱✎✕✎ ✕✎✥✄✕✘✎✘ ✄✌ ☞ ✯✔✆☎✎✌✍ ✟✆✕✎✥✍ ✟✕✆✢✎ ✏✲✎✥✍✕✄✣✎✍✎✕

✄✲✎✕☞✍✆✌✔ ☞✍ ☞ ✲✕✄✍✄✌ ✜✕✎❀✗✎✌✥✙ ✄✜ ✽✻✻ ★❍❉ ✎❀✗✆✲✲✎✘ ✱✆✍✖ ☞

✸ ✣✣ ✥✕✙✄✔✎✌✆✥☞☎☎✙ ✥✄✄☎✎✘ ✍✕✆✲☎✎ ✕✎✏✄✌☞✌✥✎ ✲✗☎✏✎✘ ✪✎☎✘ ✔✕☞✘✆✎✌✍

✲✕✄❜✎ ✖✎☞✘✁ ☛☞✣✲☎✎✏ ✱✎✕✎ ☎✄☞✘✎✘ ✆✌ ☞ ✠✁✸ ✣✣ ✏✖✆✔✎✣✆ ✍✗❜✎

✆✌✏✎✕✍✎✘ ✥✄☞✛✆☞☎☎✙ ✆✌✍✄ ☞ ✸ ✣✣ ✍✗❜✎✁

❃ ❄❅❆❇❈❋●

✤✖✎ ✔✄☞☎ ✄✜ ✍✖✎ ☞✲✲✕✄☞✥✖ ✆✏ ❜✄✍✖ ✍✄ ✆✣✲✕✄✢✎ ✙✆✎☎✘✏ ☞✌✘ ✏✆✣✲☎✆✜✙ ✍✖✎

✲✕✄✥✎✘✗✕✎ ✲✕✎✢✆✄✗✏☎✙ ✲✗❜☎✆✏✖✎✘ ❏✧✽❪✁ ❑✄✕ ✍✖☞✍ ✲✗✕✲✄✏✎✒ ☞☎☎ ✍✖✎ ✏✣☞☎☎✝

✏✥☞☎✎ ✲☞✕☞☎☎✎☎ ✲✕✄✘✗✥✍✆✄✌✒ ☎✙✏✆✏✒ ☞✌✘ ✲✗✕✆✪✥☞✍✆✄✌ ✏✍✎✲✏ ✏✖✄✗☎✘ ✪✕✏✍ ❜✎

✏✎✍✗✲ ✄✌ ✗✌✆✜✄✕✣☎✙ ✘✎✗✍✎✕☞✍✎✘ ✌☞✍✆✢✎ ✲✕✄✍✎✆✌ ❜✎✜✄✕✎ ☞✲✲☎✙✆✌✔ ✍✖✎

▼◆▼ ❖P❘❙❚❯❱❲❙❳❨

▼◆❩ ❬❭❫

❴❵❛❯❲❘❳❝❯❳❵❞

❢❣❤ ✐❥❥❦❧♠♥♣♠q st ✉✇①❧♣ ②①sq♣❦♠ ✐❥❥♣♥③④❦♣❥ ⑤❥❦♠❧ ❣⑥q✇❧♣♠♣❥❦❥

6.2 Annexe 2 : Article n◦2
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♣✂♦✄♦☎♦✆ ✄♦ ✄✝✞ ✟✝♦✆✞ ✠✡♦✄♦♣✠☎☛✆✆☞ ✆☛✌✞✆✞✍ ✆✠✌✂☛✂☞ ♦② ✎✏✄☛✑✄✡✒ ✓✝✞

✝☞♣♦✄✝✞✡✠✡ ✠✡ ✎☛✍✞ ✄✝☛✄ ☛✆✆ ✎✏✄☛✑✄✡ ✌✞✝☛❤✞ ✠✍✞✑✄✠☎☛✆✆☞ ✄♦ ✄✝✞ ✑☛✄✠❤✞

♣✂♦✄✞✠✑ ☛✑✍ ✄✝☛✄ ✎✞✄✝☞✆ ✆☛✌✞✆✠✑✔ ✍♦✞✡ ✑♦✄ ☎✝☛✑✔✞ ✄✝✞ ♣✏✂✠✕☎☛✄✠♦✑

♣✂♦✕✆✞ ✥✡☛✎✞ ✞✖♣✂✞✡✡✠♦✑ ✆✞❤✞✆❡ ✡☛✎✞ ♣✏✂✠✕☎☛✄✠♦✑ ☎♦✑✍✠✄✠♦✑✡❡ ✞✄☎✒✗✒

❈♦✑✡✄✂✏☎✄✡ ☎☛✂✂☞✠✑✔ ✡✠✑✔✆✞ ♣♦✠✑✄ ✎✏✄☛✄✠♦✑✡ ☎☛✑ ✌✞ ♣✏✂☎✝☛✡✞✍

☎♦✎✎✞✂☎✠☛✆✆☞ ♦✂ ♣✂✞♣☛✂✞✍ ✏✡✠✑✔ ☛✑ ☛✏✄♦✎☛✄✞✍ ✎♦✆✞☎✏✆☛✂ ✌✠♦✆♦✔☞

♣✆☛✄②♦✂✎✒ ♠✞✂✞❡ ✄✝✞☞ ✟✞✂✞ ✔✞✑✞✂☛✄✞✍ ✌☞ ✠✑✘✝♦✏✡✞ ☛✏✄♦✎☛✄✞✍

✎♦✆✞☎✏✆☛✂ ✌✠♦✆♦✔☞ ✙✆☛✄②♦✂✎ ✥✚♦✛✠♦✜♦✆✢✣✑✡✄✠✄✏✄ ✍✞ ✛✠♦✆♦✔✠✞
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✎✞✄✝♦✍✒ ✙❈✚ ☛✎♣✆✠✕☎☛✄✠♦✑ ✟☛✡ ♣✞✂②♦✂✎✞✍ ✟✠✄✝ ✙✝✏✡✠♦✑ ♠♦✄ ❙✄☛✂✄

✞✑★☞✎✞ ✥✩✠✑✑★☞✎✞✡✗ ✏✡✠✑✔ ✄✝✞ ✞✖♣✂✞✡✡✠♦✑ ♣✆☛✡✎✠✍ ♣✤✓✪✫☎✘

✙✝✓✤✓P ☛✡ ✄✞✎♣✆☛✄✞ ☛✑✍ ✄✝✞ ✡♣✞☎✠✕☎ ✎✏✄☛✔✞✑✠☎ ♣✂✠✎✞✂✡✒ ✙✂♦✍✏☎✄✡

✟✞✂✞ ♣✏✂✠✕✞✍ ☛✑✍ ✍✠✔✞✡✄✞✍ ✌☞ ❉♣✑✣✒ ✩✠✑☛✆ ✎✏✄☛✄✠♦✑✡ ✟✞✂✞ ✡✞✆✞☎✄✞✍
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✓✮✯✯ ◆✰✲✴ ✵✘ ✟✡❞ ✎☎✟✌☎ ✟ ✖★✞✥ ✑✟✒☎✄✌✠✟❡ ✒✂❡☎✂✌✄ ✆✣ ✥❇ ✞✄❞✠✂✞

♦✌✄♦✟✌✄❞ ✠✡ ❍✪❖☛ ❖✡✒✄ ❖✹✻✺✺✼✽ ✌✄✟✒✝✄✎ ✸✾✛ ✓✬✾✿ ✝✘ ✟☎ ✸❀ ❁☞✱

☎✌✟✡✎✣✄✌ ✫✜ ❂✥ ✆✣ ☎✝✄ ✒✄❡❡ ✒✂❡☎✂✌✄ ✠✡☎✆ ✖ ✞✥ ✆✣ ▼❃ ✞✄❞✠✂✞

♦✌✄♦✟✌✄❞ ✠✡ ❍✪❖☛ ✚✝✄ ✎☎✟✌☎✠✡✢ ❖✹✻✺✺✼✽ ✆✣ ☎✝✠✎ ✡✄❛ ✒✂❡☎✂✌✄

✎✝✆✂❡❞ ✑✄ ✟✑✆✂☎ ✜☛✶☛ ■✡✒✂✑✟☎✄ ☎✝✄ ✒✂❡☎✂✌✄ ✠✡ ✟ ✎✝✟✧✠✡✢ ✠✡✒✂✑✟★

☎✆✌ ✓✖✖✜✾✖✫✜ ✌♦✞✘ ✟☎ ✸❀ ❁☞ ✆✏✄✌✡✠✢✝☎ ✓☎✝✄ ❖✹✻✺✺✼✽ ✎✝✆✂❡❞ ✑✄

✟✌✆✂✡❞ ✖✾✖☛✫✘ ✟✡❞ ☎✌✟✡✎✣✄✌ ✶✜✜✾✖✜✜ ❂✥ ✆✣ ☎✝✄ ✒✄❡❡ ✒✂❡☎✂✌✄ ✠✡☎✆

✖ ✞✥ ✆✣ ▼❃ ✞✄❞✠✂✞ ♦✌✄♦✟✌✄❞ ✠✡ ✫✜ ✭ ✹✪❖ ✓✮✯✯ ◆✰✲✴ ❄✘ ✓✎☎✟✌☎★

✠✡✢ ❖✹✻✺✺✼✽❅✜☛✖✘☛ ✥✄☎ ☎✝✄ ✒✂❡☎✂✌✄ ✢✌✆❛ ✟☎ ✸❀ ❁☞ ✂✡☎✠❡ ☎✝✄

❖✹✻✺✺✼✽ ✌✄✟✒✝✄✎ ✖✾✖☛✫ ✟✡❞ ☎✌✟✡✎✣✄✌ ✸✜✜ ❂✥ ✆✣ ☎✝✄ ✒✄❡❡ ✒✂❡☎✂✌✄

✠✡☎✆✸✞✥✆✣▼❃✞✄❞✠✂✞✠✡✶✜✜✭✹✪❖✓✎☎✟✌☎✠✡✢❖✹✻✺✺✼✽❅✜☛✖✫✘☛

■✡✒✂✑✟☎✄ ☎✝✄ ✒✂❡☎✂✌✄ ✟☎ ✸❀ ❁☞ ✆✏✄✌✡✠✢✝☎ ✂✡☎✠❡ ❖✹✻✺✺✼✽ ✠✎ ✶☛✫✾✖

✟✡❞ ✂✎✄ ☎✝✠✎ ✒✄❡❡ ✒✂❡☎✂✌✄ ✟✎ ✍✆✂✌ ✎☎✟✌☎✠✡✢ ✒✂❡☎✂✌✄☛

✖☛ ♠✌✄♦✟✌✄ ☎✝✄ ✏✆❡✂✞✄ ✆✣ ▼❃ ✡✄✄❞✄❞ ✣✆✌ ☎✝✄ ❛✝✆❡✄ ✒✂❡☎✂✌✄

✓✖× ✫ ✞✥ ✣✆✌ ✄✟✒✝ ✞✂☎✟✡☎✘ ✠✡ ✟ ✎☎✄✌✠❡✄ ❆✟✎✧ ✓▼❃ ✠✡

✹✪❖❈✆❡✠✢✆★✄❡✄✞✄✡☎✎ ✠✡ ✹✪❖❈ ✏✠☎✟✞✠✡✎ ✠✡ ✹✪❖❈✖ ✢▲✥ ✆✣
❉✪☞✱ ✪❍ ✢❡✂✒✆✎✄ ❈ ✟✡☎✠✑✠✆☎✠✒✎✘☛ ✙❞❞ ✖ ✢▲✥ ✆✣ ✪❍★✒✄❡❡ ✄s☎✌✟✒☎

✓✮✯✯ ◆✰✲✴❊ ❋✾●✘☛

✸☛ ✳✠❡❡ ✟ ✖✛ ❞✄✄♦★❛✄❡❡ ✑❡✆✒✧ ✓✮✯✯ ◆✰✲✴ ❏✘ ❛✠☎✝ ✸☛✫ ✞✥ ✆✣ ☎✝✠✎
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6.2 Annexe 2 : Article n◦2
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s✂✄☎✂t✆✝ ✞✟✻✠✠✡☛ ✥☞ ✌✍✎✍ ✏✥✑✒☎ ✓t✂✔ ✝✄s ✕✒☎♠✒✄✖✗✒ ✄✘✔✒st✑✒

s✒✄✗ ✄✆✘ ✝☎✥✓ ✄✂ ✎♦ ✙✏ ✚✆✂t✗ ✞✟✻✠✠✡☛ ☎✒✄❡✔✒s ✛✍✜✍

✹✍ ❆✘✘ ✂✔✒ ✕☎✒❡✚☎s✥☎s ✢✣✤✤ ◆✦✧★ ✩✮ ✘t✗✚✂✒✘ t✆ ✛✍✜ ♠✪ ✥☞ ✫✬✭

✟✯✞❖ ✛ ✔ ✕☎t✥☎ ✂✥ ✰✱✲✳ t✆✘✚❡✂t✥✆✍ ✲✔✒ ✄♠✥✚✆✂ ✥☞ ✶✴✏❈✴✵

✕☎✒❡✚☎s✥☎s ✂✥ ✄✘✘ ✓✄s ✥✕✂t♠t✸✒✘ ✂✥ ✒✆s✚☎✒ ❡✥♠✕✗✒✂✒ ✗✄✖✒✗t✆✝

✥☞ ✕☎✥✂✒t✆s ✥✑✒☎✒✺✕☎✒ss✒✘ t✆ ☎t❡✔ ♠✒✘t✚♠ ✢✼t✝✍ ✽✄✮✍ ✲✔✒ ✾t✒✗✘

✥☞ ✂✔✒ ✕☎✥✂✒t✆ ✓✄s t♠✕☎✥✑✒✘ ✖✾ ✄ ☞✄❡✂✥☎ ✥☞ ✛✍♦ ✓✔✒✆ ✯❈✵❡✒✗✗

✒✺✂☎✄❡✂ ✓✄s ✄✘✘✒✘ ✂✥ ✂✔✒ ❡✚✗✂✚☎✒ ♠✒✘t✚♠❖ ✓✔t✗✒ ✂✔✒ ☞☎✒✿✚✒✆❡✾

✥☞ ✗✄✖✒✗t✆✝ ✓✄s s✂t✗✗ ✄✗♠✥s✂ ✛✌✌ ❀❖ ✕☎✥✑t✆✝ ✂✔✒☎✒ ts ✆✥ ts✥✂✥✕t❡

✘t✗✚✂t✥✆ ✖✾ ✯❈✵❡✒✗✗ ✒✺✂☎✄❡✂ ✢✼t✝✍ ✽✖✮✍

✜✍ ✪✒✂ ✂✔✒ ❡✚✗✂✚☎✒ ✝☎✥✓ ☞✥☎ ✛ ✔✍ ✲✔✒ ✞✟✻✠✠✡☛ s✔✥✚✗✘ ☎✒✄❡✔ ✄

✑✄✗✚✒ ✥☞ ✛✍✜✍

❁✍ ❆✘✘ ✰✱✲✳ ✢t✆ ✟✯✞✮ ✂✥ ✌✍✜ ♠✫ ✂✥ t✆✘✚❡✒ ✕☎✥✂✒t✆ ✒✺✕☎✒sst✥✆✍

✏✥✆✂t✆✚✒ t✆❡✚✖✄✂t✥✆ ✄✂ ✎♦ ✙✏ ☞✥☎ ✹ ✔ ✢✘✒✕✒✆✘t✆✝ ✥✆ ✾✥✚☎

✕☎✥✂✒t✆✮✍
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6.2 Annexe 2 : Article n◦2
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✳✰✲✶✹✺✮ ✽✲✺✲ ✺✲✶✴✺❉✲❉ ✮✹ ❲❭ ❫❴❅ ✴✼ ✮✼ ◗❭❭ ❘❵❜ ❤❘❩ ✳✰✲✶✹✺✴✯✲✹✲✺ ✲❖✻✾✰✰✲❉ ✽✾✹✿ ✮ ✶✺❋✴❏✲✼✾✶ ✰✺✴❈✲ ✿✲✮❉❅

✻✳✾✼❏ ✳✮✯✰✱✲✳ ✴✵ ✉❂P✐❥❴❅ ❥❵❪❅ ❁✱✲❂P✐❦❴❵❦❪❃
✐ ❑❛ ✮✼❉ ❞▼ P❄◗❪❅ ✉❂P✐❥❴❅ ❥❵❪❅ ❆✱✮❂P✐❦❴❵❦❪❇ ❑❧ ✮✼❉ ♠▼ P❄◗❪❅ ✴✺ ✉❂P✐❥❴❅ ❥❵❪❅

❱✮✱❂P✐❦❴❵❦❪
♣♥qr✇ ❑❝ ✮✼❉ ❢▼ P❯❲❪ ✱✮❈✲✱✲❉ ✯✻✹✮✼✹ ①✿❚❊❚❯ ✰✺✴✹✲✾✼ ❑②③④▼● ❊✮✶✿ ✳✰✲✶✹✺✻✯ ✽✮✳ ✴⑤✲✺✱✮✾❉ ✽✾✹✿ ✹✿✲ ✺✲✵✲✺❂

✲✼✶✲ ✳✰✲✶✹✺✻✯ ✴✵ ✹✿✲ ✼✮✹✾⑤✲ ✰✮✺✹✾✶✱✲ ❑⑥⑦⑧⑨⑩▼● ❊✭✰✲✺✾✯✲✼✹✮✱ ✮✶❖✻✾✳✾✹✾✴✼ ✹✾✯✲✳ ✽✲✺✲ ✮❉❶✻✳✹✲❉ ✹✴ ✹✿✲ ✳✮✯✰✱✲

✰✺✴✹✲✾✼ ✶✴✼✶✲✼✹✺✮✹✾✴✼ ❑✵✺✴✯ ❭●❯❷ ✹✴ ❭●❸❯ ✯❏❹✳✮✯✰✱✲❅ ✾●✲●❅ ❺▲❄❄ ✼✯✴✱ ✴✵ ①✿❚❊❚❯ ✯✴✼✴✯✲✺▼ ✽✾✹✿ ✮ ✯✮✭✾✯✻✯

✲✭✰✲✺✾✯✲✼✹✮✱ ✹✾✯✲ ✳✲✹ ✹✴ ❄ ✿● ❚✿✲ ✮✳✳✾❏✼✯✲✼✹ ✾✼✵✲✺✺✲❉ ✵✴✺ ✹✿✲ ✯✾✳✳✾✼❏ ✺✲✳✴✼✮✼✶✲ ✾✼ ✹✿✲ ✯✻✹✮✼✹ ✳✰✲✶✹✺✻✯ ✾✳

✾✼❉✾✶✮✹✲❉ ✮✼❉ ✳✲✶✴✼❉✮✺❋ ✶✿✲✯✾✶✮✱ ✳✿✾✵✹ ✰✲✺✹✻✺❈✮✹✾✴✼✳ ✮✺✲ ✮✼✼✴✹✮✹✲❉ ✽✾✹✿ ⑧②②❻❼❽

❾❿➀ ➁➂➂➃➄➅➆➇➅➈ ➉➊ ➋➌➍➄➇ ➎➍➉➈➇➃➅ ➁➂➂➇➆➏➐➃➇➂ ➑➂➃➅➄ ❿➒➈➌➄➇➅➇➂➃➂

6.2 Annexe 2 : Article n◦2
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✷�✁

✹ ✥✂✄☎❧✆✝✞✂✄

❚✟✠✡☛☞ ✌✍ ✌✟✎ ✏✎✑✎✒✍✓✔✎✡✌ ✍✕ ✓✖✍✌✍♦✍✒☞ ✠✡✏ ✔✍✒✎♦✗✒✎☞ ✌✟✠✌ ✠✒✒✍✘

✖✎☞❡✏✗✎✙☞✓✎♦❡✚♦ ✓✖✍✌✍✡✠✌❡✍✡ ✍✕ ✔✎✌✟✛✒ ✜✖✍✗✓☞ ❡✡ ✟❡✜✟✒✛ ✓✎✖✏✎✗✌✎✖✙

✠✌✎✏ ✓✖✍✌✎❡✡☞✢ ❡✌ ❡☞ ✡✍✘ ✕✎✠☞❡✣✒✎ ✌✍ ✠✓✓✒✛ ☞✍✒✗✌❡✍✡ ✤✦✧ ✌✎♦✟✡❡★✗✎☞

✌✍ ✓✖✍✌✎❡✡ ☞✛☞✌✎✔☞ ✠☞ ✒✠✖✜✎ ✠☞ ❣ ✦✩✠✪ ✫✌✖✗♦✌✗✖✠✒ ✠✡✏ ✏✛✡✠✔❡♦

❡✡✕✍✖✔✠✌❡✍✡ ✛❡✎✒✏✎✏ ✣✛ ✔✎✌✟✛✒ ✜✖✍✗✓☞ ❡☞ ✔✍☞✌ ✗☞✎✕✗✒ ✘✟✎✡ ✠

☞✎★✗✎✡♦✎✙☞✓✎♦❡✚♦ ✠☞☞❡✜✡✔✎✡✌ ✕✍✖ ✌✟✎ ✓✖✍✣✎ ❡☞ ☛✡✍✘✡✪ ✬✠☞❡✒✛ ✍✣✌✠❡✡✙

❡✡✜ ✌✟✎☞✎ ✠☞☞❡✜✡✔✎✡✌☞ ✖✎✔✠❡✡☞ ✌✟✎ ✔✠✭✍✖ ✟✗✖✏✒✎ ❡✡ ✔✠✡✛ ☞✌✗✏❡✎☞ ✍✕

✒✠✖✜✎ ✓✖✍✌✎❡✡☞✪ ✮✎✖✎ ✘✎ ✏✎☞♦✖❡✣✎ ✠ ✕✠☞✌✢ ✎✕✚♦❡✎✡✌✢ ✠✡✏ ✗☞✎✖✙✕✖❡✎✡✏✒✛

✓✖✍✌✍♦✍✒ ✕✍✖ ✖✎☞✍✡✠✡♦✎ ✠☞☞❡✜✡✔✎✡✌ ✌✟✠✌ ✟✠☞ ✠✒✒✍✘✎✏ ✗☞ ✌✍ ✠☞☞❡✜✡ ✗✓

✌✍ ❣tt ✔✎✌✟✛✒ ♦✖✍☞☞✙✓✎✠☛☞ ❡✡ ✠✣✍✗✌ ✯ ✘✎✎☛☞ ✘❡✌✟ ✰ ✏✠✛☞ ✍✕ ✤✦✧

✌❡✔✎ ✠✡✏ ✠ ❡☞✍✌✍✓❡♦ ♦✍☞✌ ✍✕ ✒✎☞☞ ✌✟✠✡ ✯ ☛✱✪ ✳✎ ✏✎✔✍✡☞✌✖✠✌✎✏ ✌✟✎

✕✎✠☞❡✣❡✒❡✌✛ ✍✕ ✌✟❡☞ ✓✖✍✌✍♦✍✒ ✍✡ ☞✠✔✓✒✎☞ ✒✠✣✎✒✎✏ ✍✡✲✒✠✡❡✡✎✢ ✴☞✍✒✎✗♦❡✡✎✢

✍✖ ✵✠✒❡✡✎✪ ❚✟❡☞ ✔✎✌✟✍✏ ♦✠✡ ✠✒☞✍ ✣✎ ✎❛✌✎✡✏✎✏ ✌✍ ✦✎✌✟❡✍✡❡✡✎✙ ✍✖

❚✟✖✎✍✡❡✡✎✙✒✠✣✎✒✎✏ ✓✖✍✌✎❡✡☞✪ ✲☞ ✕✍✖ ✵✠✒❡✡✎ ✒✠✣✎✒❡✡✜✢ ✌✟✎ ✔✎✌✟✛✒✙

☞✓✎♦❡✚♦ ✒✠✣✎✒❡✡✜ ✍✕ ❝✎✗♦❡✡✎ ✖✎☞❡✏✗✎☞ ✘❡✒✒ ✖✎★✗❡✖✎ ✌✟✎ ✏✎✑✎✒✍✓✔✎✡✌

✍✕ ✠ ☞✌✎✖✎✍☞✎✒✎♦✌❡✑✎✒✛ ✒✠✣✎✒✎✏ ✠✔❡✡✍ ✠♦❡✏ ✶✍✖ ✓✖✎♦✗✖☞✍✖✸ ✌✍ ✒✠✣✎✒

❝✎✗♦❡✡✎ ✖✎☞❡✏✗✎☞ ❡✡✏✎✓✎✡✏✎✡✌✒✛ ✕✖✍✔ ✵✠✒❡✡✎☞✪

✺ ✻✂✼✽✝

❣✪ ✲✔❡✡✍ ✠♦❡✏☞ ☞✟✍✗✒✏ ✌✛✓❡♦✠✒✒✛ ✣✎ ☞✗✣☞✌❡✌✗✌✎✏ ✣✛ ✠✡ ❡☞✍☞✌✎✖❡♦

✠✔❡✡✍ ✠♦❡✏ ✌✍ ✓✖✎✑✎✡✌ ☞❡✜✡❡✚♦✠✡✌ ♦✟✠✡✜✎☞ ❡✡ ✌✟✎ ✒✍♦✠✒ ✎✡✑❡✖✍✡✙

✔✎✡✌ ✠✡✏ ✓✖✍✌✎❡✡ ✓✠♦☛❡✡✜✢ ✘✟❡♦✟ ♦✍✗✒✏ ❡✡✌✖✍✏✗♦✎ ☞❡✜✡❡✚♦✠✡✌

♦✟✎✔❡♦✠✒ ☞✟❡✕✌ ✓✎✖✌✗✖✣✠✌❡✍✡☞✪ ✳✎ ♦✟✍☞✎ ✌✍ ✎❛♦✟✠✡✜✎ ✵✠✒❡✡✎ ✌✍

✲✒✠✡❡✡✎ ✠♦♦✍✖✏❡✡✜ ✌✍ ✲✔✎✖✍ ✎✌ ✠✒✾ ✿❣❀❪✢ ✘✟✍ ✔✗✌✠✌✎✏ ✲✒✠✡❡✡✎

❡✡✌✍ ✵✠✒❡✡✎✪ ✮✍✘✎✑✎✖✢ ✠♦♦✍✖✏❡✡✜ ✌✍ ❞❝❁✫❂✦ ✔✠✌✖❡♦✎☞ ✕✍✖

✠✔❡✡✍ ✠♦❡✏ ☞✗✣☞✌❡✌✗✌❡✍✡☞ ✿✯❃❪✢ ✌✟✎ ✵✠✒❡✡✎ ✌✍ ✴☞✍✒✎✗♦❡✡✎ ✔✗✌✠✙

✌❡✍✡☞ ✶☞♦✍✖✎ ❄✸ ✘✍✗✒✏ ✟✠✑✎ ✣✎✎✡ ✘❡☞✎✖ ✠✡✏ ✔✍☞✌ ✒❡☛✎✒✛ ✌✍ ✟✠✑✎

✔❡✡❡✔✠✒ ✎✕✕✎♦✌ ✍✡ ✌✟✎ ☞✌✖✗♦✌✗✖✎ ✠✡✏ ✤✦✧ ☞✓✎♦✌✖✠✪ ✴✡✏✎✎✏✢

✵✠✒❡✡✎ ✏❡✕✕✎✖☞ ✕✖✍✔ ✴☞✍✒✎✗♦❡✡✎ ✣✛ ✌✟✎ ✒✍☞☞ ✍✕ ✍✡✒✛ ✍✡✎ ❅✮❆
✜✖✍✗✓✢ ✘✟✎✖✎✠☞ ❡✌ ✏❡✕✕✎✖☞ ✕✖✍✔ ✲✒✠✡❡✡✎ ✣✛ ✌✟✎ ✒✍☞☞ ✍✕ ❅✮❇❅✮❈✪

✲♦♦✍✖✏❡✡✜ ✌✍ ✌✟✎☞✎ ✔✠✌✖❡♦✎☞✢ ❅✟✠✡ ✎✌ ✠✒✾ ✿❄t❪ ✜✎✡✎✖✠✌✎✏ ✠ ☞✎✌

✍✕ ✔✗✌✠✡✌☞ ❡✡ ✘✟❡♦✟ ✎✠♦✟ ✴☞✍✒✎✗♦❡✡✎ ✘✠☞ ☞✗✣☞✌❡✌✗✌✎✏ ✣✛ ✠ ✵✠✒❡✡✎

✶☞♦✍✖✎ ❄✸✪ ❚✟✎ ✖✎☞✗✒✌❡✡✜ ♦✟✎✔❡♦✠✒ ☞✟❡✕✌ ✓✎✖✌✗✖✣✠✌❡✍✡☞ ✘✎✖✎

☞✔✠✒✒✎✖ ✌✟✠✡ ✌✟✍☞✎ ✕✖✍✔ ✌✟✎ ♦✍✖✖✎☞✓✍✡✏❡✡✜ ✴✒✎ ✌✍ ✔✗✌✠✌❡✍✡☞

✲✒✠ ✶☞♦✍✖✎ ❉❣✸ ✕✠♦❡✒❡✌✠✌❡✡✜ ✌✟✎ ✠☞☞❡✜✡✔✎✡✌ ✶❚✠✣✒✎ ❣✸✪

✯✪ ✲✡✌❡✣❡✍✌❡♦☞ ✠✖✎ ✡✍✌ ☞✓✎♦❡✚✎✏✪ ❊✗✌ ✠✓✓✖✍✓✖❡✠✌✎ ✠✡✌❡✣❡✍✌❡♦☞ ♦✍✡✙

☞❡✏✎✖❡✡✜ ✌✟✎ ✓✒✠☞✔❡✏ ✠✡✏ ✌✟✎ ♦✎✒✒☞ ✗☞✎✏✪ ✮✍✘✎✑✎✖✢ ✠✔✓❡♦❡✒✒❡✡ ❡☞

✡✍✌ ☞✗❡✌✠✣✒✎ ✣✎♦✠✗☞✎ ❡✌ ♦✠✡ ✣✎ ❡✡✠♦✌❡✑✠✌✎✏ ✣✛ ✌✟✎ ❋✙✒✠♦✌✠✔✠☞✎☞

✓✖✍✏✗♦✎✏ ✣✛ ✌✟✎ ♦✎✒✒✢ ✖✎☞✗✒✌❡✡✜ ❡✡ ✓✒✠☞✔❡✏ ✒✍☞☞ ✠✡✏ ✏✖✍✓ ✍✕ ✓✖✍✙

✌✎❡✡ ✎❛✓✖✎☞☞❡✍✡✪ ❚✟❡☞ ✎✕✕✎♦✌ ☞✎✎✔☞ ✌✍ ✣✎ ✘✍✖☞✎ ❡✡ ✩❆❁ ✔✎✏❡✗✔

✣✎♦✠✗☞✎ ✍✕ ✌✟✎ ☞✗♦♦✎☞☞❡✑✎ ✠✏✠✓✌✠✌❡✍✡ ☞✌✎✓☞ ✌✟✠✌ ✓✖✍✔✍✌✎ ✒✍☞☞ ✍✕

☞✎✒✎♦✌❡✑✎ ✓✖✎☞☞✗✖✎✪ ✮✎✖✎✢ ✘✎ ✖✍✗✌❡✡✎✒✛ ✗☞✎✏ ✌✟✎ ✓✬❚✙✰❣ ✓✒✠☞✙

✔❡✏✢ ✘✟❡♦✟ ♦✍✡✌✠❡✡☞ ✌✟✎ ☛✠✡✠✔✛♦❡✡ ✖✎☞❡☞✌✠✡♦✎ ✜✎✡✎✪
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✘✡❡✍ ✌✏ ✏✑✠✡ ✡✏❡☛ ✌☞❡ ✡✏✠✗✗ ☛☞❡☛✌☞❡✍ ✠✓ ✎✌✏❡☞✂

✹✂ ✙✖ ✠✓✣☞❡✌✡❡ ✣❡✗✗ ✍❡✓✡✠✏✤✜ ✎❡ ✡✘☛☛✗❡✔❡✓✏❡✍ ▼✄ ✔❡✍✠✘✔ ✎✠✏✑
✟✥✛✣❡✗✗ ❡❍✏☞✌✣✏✂ ✦❡ ✖☛✏✠✔✠✧❡✍ ✏✑❡ ☛☞✖✏✖✣✖✗ ✎✠✏✑ ★✡✖✚☞✖➝ ✢✘✏

✔✌✓✤ ✡✠✔✠✗✌☞ ☞✠✣✑ ✢✌✣✏❡☞✠✌✗ ✣❡✗✗ ✚☞✖✎✏✑ ✔❡✍✠✌ ✌☞❡ ✣✖✔✔❡☞✣✠✌✗✗✤

✌✕✌✠✗✌✢✗❡ ❛✩☛❡✣✏☞✌ ✄✜ ✪❡✗✏✖✓❡➝ ✪✖✔☛✗❡✏❡ ▼❡✍✠✘✔✜ ✫✠✖✬❍☛☞❡✡✡➝

✶✆✆✆✜ ✩✠✗✌✓✏❡✡➝ ✬✂✪✖✗✠✛❖✞✒✜ ❡✏✣✂✭✂ ✦❡ ✍✠✍ ✓✖✏ ✏❡✡✏ ✏✑❡✔ ✢✘✏

✏✑❡✤ ✣✌✓ ✔✖✡✏ ✗✠t❡✗✤ ✢❡ ✘✡❡✍ ✏✖ ☞❡☛✗✌✣❡ ★✡✖✚☞✖➝✜ ✌♦✏❡☞ ✡✘✠✏✌✢✗❡

✖☛✏✠✔✠✧✌✏✠✖✓✂

☎✂ ❘✠✣✑ ✔❡✍✠✘✔ ✣✌✓ ✢❡ ✏✑❡ ✡✖✘☞✣❡ ✖♦ ✠✡✖✏✖☛✠✣ ✍✠✗✘✏✠✖✓ ✌✡ ✠✏ ✣✖✓✛

✏✌✠✓✡ ✮✟✪✟✥✯✛✗✌✢❡✗❡✍ ✌✔✠✓✖ ✌✣✠✍✡✂ ✙✖ ✔✠✓✠✔✠✧❡ ✏✑✠✡✜ ✎❡ ✏❡✡✏❡✍

✍✠♦♦❡☞❡✓✏ ✣✖✓✣❡✓✏☞✌✏✠✖✓✡ ✖♦ ✟✥✛✣❡✗✗ ❡❍✏☞✌✣✏ ❛✒✜ ✸✜ ✖☞ ✶✆ ✚✰✱✭✂

●☞✖✎✏✑ ✠✡ ✡✠✚✓✠✲✣✌✓✏✗✤ ✠✓✣☞❡✌✡❡✍ ♦☞✖✔ ✆ ✏✖ ✒ ✚✰✱✳ ✑✖✎❡✕❡☞

✑✠✚✑❡☞ ✣✖✓✣❡✓✏☞✌✏✠✖✓✡ ✖♦ ✟✥✛✣❡✗✗ ❡❍✏☞✌✣✏ ✍✠✍ ✓✖✏ ✡✑✖✎ ♦✘☞✏✑❡☞

✡✠✚✓✠✲✣✌✓✏ ✠✔☛☞✖✕❡✔❡✓✏✂ ▼✖☞❡✖✕❡☞✜ ✟✥✛✣❡✗✗ ❡❍✏☞✌✣✏ ✠✡ ✌✍✍❡✍ ✌✏

✏✑❡ ✡✏✌☞✏ ✖♦ ✏✑❡ ✣✘✗✏✘☞❡✜ ✎✑❡☞❡✌✡ ✔❡✏✑✤✗ ✡☛❡✣✠✲✣✌✗✗✤ ✗✌✢❡✗❡✍ ☛☞❡✛

✣✘☞✡✖☞✡ ✌☞❡ ✌✍✍❡✍ ✶ ✑ ✢❡♦✖☞❡ ✠✓✍✘✣✏✠✖✓✂ ✙✑✠✡ ❡✌☞✗✤ ✌✍✍✠✏✠✖✓

☞❡✍✘✣❡✡ ✠✡✖✏✖☛✠✣ ✍✠✗✘✏✠✖✓ ✢❡✣✌✘✡❡ ✔✖✡✏ ✖♦ ✍❡✘✏❡☞✌✏❡✍ ✌✔✠✓✖

✌✣✠✍✡ ✌☞❡ ✣✖✓✡✘✔❡✍ ♦✖☞ ✏✑❡ ✣❡✗✗ ✚☞✖✎✏✑✜ ✎✑✠✗❡ ✮✯✪✥✯✛☛☞❡✣✘☞✡✖☞✡

✌☞❡ ✠✓✣✖☞☛✖☞✌✏❡✍ ♦✖☞ ✏✑❡ ☛☞✖✍✘✣✏✠✖✓ ✖♦ ✏✑❡ ✗✌✢❡✗❡✍ ☛☞✖✏❡✠✓✂

❖☛✏✠✔✠✧✌✏✠✖✓ ✎✌✡ ✍✖✓❡ ✘✡✠✓✚ ★✡✖✚☞✖➝✜ ✢✘✏ ✡✠✔✠✗✌☞ ☞❡✡✘✗✏✡ ✌☞❡

❡❍☛❡✣✏❡✍ ♦✖☞ ✖✏✑❡☞ ✏✤☛❡✡ ✖♦ ✣✖✔✔❡☞✣✠✌✗ ✟✥✛✣❡✗✗ ❡❍✏☞✌✣✏✡✂

✻✂ ❋✖☞ ✘✢✠✴✘✠✏✠✓✜ ✤✠❡✗✍✡ ✎✠✏✑ ✒ ✚✰✱ ✖♦ ✟✥✛✣❡✗✗ ❡❍✏☞✌✣✏ ✎❡☞❡

✠✓✣☞❡✌✡❡✍ ✢✤ ✌ ♦✌✣✏✖☞ ✖♦ ✶✂✵ ❛❋✠✚✂ ✒✢✭✂

✵✂ ✪✖✓✡✠✍❡☞✠✓✚ ✢✖✏✑ ✤✠❡✗✍✡✜ ☛✌☞✌✗✗❡✗✠✧✌✏✠✖✓ ✖♦ ✏✑❡ ✔❡✏✑✖✍ ✌✓✍

✡✠✔☛✗✠✲✣✌✏✠✖✓ ✖♦ ✏✑❡ ☛✘☞✠✲✣✌✏✠✖✓ ✡✏❡☛✡✜ ✎❡ ✎❡☞❡ ✌✢✗❡ ✏✖ ☞❡✍✘✣❡

✏✑❡ ✕✖✗✘✔❡ ✖♦ ☛☞✖✍✘✣✏✠✖✓ ✏✖ ✶✆ ✔✱ ♦✖☞ ❡✌✣✑ ✔✘✏✌✓✏✂ ❖✓❡ ✒✹

✍❡❡☛✛✎❡✗✗ ☛✗✌✏❡ ✠✡ ✏✑✘✡ ✡✘✠✏✌✢✗❡ ♦✖☞ ✶✒ ✔✘✏✌✓✏✡ ❛✒ ✎❡✗✗✡ ✖♦ ☎ ✔✱

♦✖☞ ❡✌✣✑ ✔✘✏✌✓✏✭✂ ✙✑❡ ✲✓✌✗ ✣✖✓✣❡✓✏☞✌✏✠✖✓ ✠✓ ✌ ✒✂☎ ✔✔ ✩✑✠✚❡✔✠

✏✘✢❡ ✠✡ ✌☞✖✘✓✍ ✆✂✶☎ ✔▼ ❛✄ ✓✔✖✗ ✖☞ ✆✂✸☎ ✔✚ ✖♦ ✺✑✙✬✙✒

✔✖✓✖✔❡☞✭ ✠✓ ✻✆ ✼✱✂

✽✂ ★✓✣✖☞☛✖☞✌✏✠✖✓ ✗❡✕❡✗ ✖♦ ✮✯✪✥✯✛✌✗✌✓✠✓❡ ✎✌✡ ✍❡✏❡☞✔✠✓❡✍ ✘✡✠✓✚

✒ ✚✰✱ ✖♦ ✮✟✪✜ ✟✥✛✚✗✘✣✖✡❡✜ ✌✓✍ ✒ ✚✰✱ ✖♦ ✟✥✛✣❡✗✗ ❡❍✏☞✌✣✏ ✠✓ ✣✘✗✛

✏✘☞❡ ✔❡✍✠✘✔✂ ✾✡✠✓✚ ✑✠✚✑❡☞ ✣✖✓✣❡✓✏☞✌✏✠✖✓✡ ✖♦ ✚✗✘✣✖✡❡ ✔✌✤

✣✌✘✡❡ ✠✡✖✏✖☛✠✣ ✍✠✗✘✏✠✖✓ ✖♦ ✏✑❡ ✮✯✪✥✯✛☛☞❡✣✘☞✡✖☞ ✿✸✶❪ ✌✓✍ ✏✑❡

✠✓✣✖☞☛✖☞✌✏✠✖✓ ✣✘☞✕❡✡ ✔✘✡✏ ✏✑❡✓ ✢❡ ✔✖✍✠✲❡✍ ✌✣✣✖☞✍✠✓✚✗✤✂

✄✂ ❖✓❡ ✣☞✘✣✠✌✗ ✡✏❡☛ ✏✖ ✖☛✏✠✔✠✧❡ ✠✓ ✏✑❡ ☛☞✖✏❡✠✓ ☛☞✖✍✘✣✏✠✖✓ ☛☞✖✣❡✡✡

✠✡ ✏✑❡ ✢✌✣✏❡☞✠✌✗ ✣❡✗✗ ✗✤✡✠✡✂ ✞✠♦♦❡☞❡✓✏ ✗✤✡✠✡ ✔❡✏✑✖✍✡ ✡✑✖✘✗✍ ✢❡

✏❡✡✏❡✍✂ ✥✖✎❡✕❡☞✜ ✎✑❡✓ ✏❡✓✡ ✖☞ ✑✘✓✍☞❡✍✡ ✖♦ ✔✘✏✌✓✏✡ ✌☞❡

☛☞✖✍✘✣❡✍✜ ✖✓✗✤ ✌ ♦❡✎ ✗✤✡✠✡ ✔❡✏✑✖✍✡ ✣✌✓ ✢❡ ☞❡✌✡✖✓✌✢✗✤ ✘✡❡✍ ✠✓

☛✌☞✌✗✗❡✗✂ ✩✖✓✠✣✌✏✠✖✓ ☛☞✖✕❡✍ ☛☞✖✢✗❡✔✌✏✠✣ ✘✓✗❡✡✡ ✘✡✠✓✚ ✥✠✚✑

✙✑☞✖✘✚✑☛✘✏ ✡✖✓✠✣✌✏✖☞✡ ❛✎✑✠✣✑ ✌☞❡ ❡❍☛❡✓✡✠✕❡✭ ✖☞ ✘✗✏☞✌✡✖✓✠✣

✢✌✏✑ ❛✢✘✏ ✏✑❡ ✘✗✏☞✌✡✖✓✠✣ ❡✓❡☞✚✤ ✠✡ ✓✖✏ ✌✗✎✌✤✡ ❡✴✘✌✗✗✤ ✍✠✡✏☞✠✢✛

✘✏❡✍ ✏✑☞✖✘✚✑✖✘✏ ✏✑❡ ☛✗✌✏❡ ✌✓✍ ✏✑❡ ☞❡✡✘✗✏✡ ✔✌✤ ✓✖✏ ✢❡ ☞❡☛☞✖✛

✍✘✣✠✢✗❡ ♦☞✖✔ ✎❡✗✗ ✏✖ ✎❡✗✗✭✂ ❋✖☞ ✏✑❡✡❡ ☞❡✌✡✖✓✡✜ ✎❡ ✣✑✖✡❡ ✏✖
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✂✝✄☛ ♦❢ ✄☛✂✝✑✝✠✂✓
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❵▼ ⑧P❖❦◗❱❖ ❬❩ ❬P❭ ❪❫ ❴▲⑨⑨❜❝ ⑩❖♣❦❣♠❤✐♣◗ P◗❦
✐◗♠♣❖◆♣❖P❤✐♣◗ ♣q ❶❷t❩ ❶❸❹❩ ❺❻ ❴❶❻❼❽▲ ❧❱❤r❭❾❝
✐❳♣❾❱❣♠✐◗❱ ✐◗❤♣ ◆❖♣❤❱✐◗❳ q♣❖ ❧❣❾❤✐❦✐❧❱◗❳✐♣◗P❾
t✈❨ ❳❤❣❦✐❱❳▼ ❿ ➀❧ ❹r❱❧ ❙♣♠ ▲▲⑨④
❜③⑨⑨⑦❜⑤❛❛

➁▼ ➀❭P❾P ➂❩ ❙♣❣◗✐❱❖ ❨❩ ➃❳❱ t ❱❤ P❾ ❴❵❛❛⑨❝ ➀◗ ❱q➄❼
♠✐❱◗❤ ◆❖♣❤♣♠♣❾ q♣❖ ❤r❱ ♠♣❧◆❾❱❤❱ ✐◗♠♣❖◆♣❖P❤✐♣◗
♣q ❧❱❤r❭❾❼◆❖♣❤♣◗P❤❱❦ P❾P◗✐◗❱ ✐◗ ◆❱❖❦❱❣❤❱❖P❤❱❦
◆❖♣❤❱✐◗▼ ❿ ➅✐♣❧♣❾ t✈❨ ①➁④▲▲▲⑦▲▲⑨

①▼ ➆❣❚P❖✐◗♣❥ ➇❩ ❬P◗❱❾✐❳ ➇❩ ❬P❭ ❪❫ ❴❵❛❛⑤❝
➂❳♣❤♣◆❱ ❾P♥❱❾✐◗❚ ❳❤❖P❤❱❚✐❱❳ q♣❖ ❤r❱ ❳❤❣❦❭ ♣q
r✐❚r❼❧♣❾❱♠❣❾P❖❼➈❱✐❚r❤ ◆❖♣❤❱✐◗❳ ♥❭ ❳♣❾❣❤✐♣◗
t✈❨ ❳◆❱♠❤❖♣❳♠♣◆❭▼ tP❤ ⑩❖♣❤♣♠ ▲④❜①⑨⑦❜③①

③▼ ❨❣❳♠rP➉ ➀✈❩ ❬P❭ ❪❫ ❴❵❛▲❛❝ ✈❱❤r❭❾ ❚❖♣❣◆❳
P❳ ◆❖♣♥❱❳ ♣q ❳❣◆❖P❼❧♣❾❱♠❣❾P❖ ❳❤❖❣♠❤❣❖❱❩ ❦❭◗P❧❼
✐♠❳ P◗❦ q❣◗♠❤✐♣◗▼ ❿ ➅✐♣❧♣❾ t✈❨ ①⑤④❜③⑦⑥❜

⑤▼ ⑩❾❱❥✐◗ ✈❿❩ ➅♣✐❳♥♣❣❥✐❱❖ ❿ ❴❵❛▲❵❝ ➂❳♣❤♣◆❱❼
❾P♥❱❾❾✐◗❚ ♣q ❧❱❤r❭❾ ❚❖♣❣◆❳ q♣❖ t✈❨ ❳❤❣❦✐❱❳ ♣q
❾P❖❚❱ ◆❖♣❤❱✐◗❳▼ ➂◗④ ❨❱♠❱◗❤ ❦❱❥❱❾♣◆❧❱◗❤❳ ✐◗
♥✐♣❧♣❾❱♠❣❾P❖ t✈❨▼ ❨♣❭P❾ ❙♣♠✐❱❤❭ ♣q
❹r❱❧✐❳❤❖❭▼ ❦♣✐④▲❛▼▲❛➁⑨➊⑨❜⑥▲⑥①⑨❜➁③➁⑨▲

❜▼ ❙❤♣qq❖❱❚❱◗ ✈❹❩ ❙♠r➈❱❖ ✈✈❩ ❨❱◗❳♠r❾❱❖ ➋➀
❱❤ P❾ ❴❵❛▲❵❝ ✈❱❤r✐♣◗✐◗❱ ❳♠P◗◗✐◗❚ P❳ P◗ t✈❨
❤♣♣❾ q♣❖ ❦❱❤❱♠❤✐◗❚ P◗❦ P◗P❾❭➌✐◗❚ ♥✐♣❧♣❾❱♠❣❾P❖
✐◗❤❱❖P♠❤✐♣◗ ❳❣❖qP♠❱❳▼ ❙❤❖❣♠❤❣❖❱ ❵❛④③❜➁⑦③⑥▲

⑥▼ ❨❱❾✐❚P ➆❪❩ ❨❣❳♠rP➉ ➀✈❩ ❨♣❳❱◗➌➈❱✐❚ ❨ ❱❤ P❾
❴❵❛▲▲❝ ❙✐❤❱❼❦✐❖❱♠❤❱❦ ❧❱❤r❭❾ ❚❖♣❣◆ ❾P♥❱❾✐◗❚ P❳
P◗ t✈❨ ◆❖♣♥❱ ♣q ❳❤❖❣♠❤❣❖❱ P◗❦ ❦❭◗P❧✐♠❳ ✐◗
❳❣◆❖P❧♣❾❱♠❣❾P❖ ◆❖♣❤❱✐◗ ❳❭❳❤❱❧❳④ P◆◆❾✐♠P❤✐♣◗❳
❤♣ ❤r❱ ◆❖♣❤❱P❳♣❧❱ P◗❦ ❤♣ ❤r❱ ❹❾◆⑩ ◆❖♣❤❱P❳❱▼
❿ ➀❧ ❹r❱❧ ❙♣♠ ▲➁➁④⑨❛⑤➁⑦⑨❛⑤⑥

⑨▼ ➅P➍ ➀ ❴❵❛▲▲❝ ➆❖✐◆❾❱ ❖❱❳♣◗P◗♠❱ ❤r❖❱❱❼
❦✐❧❱◗❳✐♣◗P❾ ◆❖♣❤❱✐◗ t✈❨④ ♥❱q♣❖❱ ✐❤ ♥❱♠P❧❱ P
♥❾P♠➉ ♥♣➍▼ ❿ ✈P❚◗ ❨❱❳♣◗ ❵▲➁④①①❵⑦①①③

▲❛▼ ⑧❱❾✐❳ ➂❩ ➅♣◗❥✐◗ ➀✈❩ ❬❱❖P❧✐❳P◗♣❣ ➎ ❱❤ P❾
❴❵❛❛❜❝ ❙❤❖❣♠❤❣❖P❾ ♥P❳✐❳ q♣❖ ❳✐❚◗P❾❼❳❱➏❣❱◗♠❱
❖❱♠♣❚◗✐❤✐♣◗ ♥❭ ❤r❱ ❤❖P◗❳❾♣♠P❳❱ ❧♣❤♣❖ ❙❱♠➀ P❳
❦❱❤❱❖❧✐◗❱❦ ♥❭ t✈❨▼ ❹❱❾❾ ▲➁▲④❜③⑤⑦❜⑤⑨

▲▲▼ ➆❣❖P◗♣ ⑩❩ ❪P❾❾✐ ➎❩ ➋❱❾❾✐ ➂❹ ❱❤ P❾ ❴❵❛▲❛❝ t✈❨
❖❱❥❱P❾❳ ◆P❤r➈P❭ q♣❖ q❱❖❖✐♠ ❧✐◗❱❖P❾ ◆❖❱♠❣❖❳♣❖❳ ❤♣
❤r❱ ♠❱◗❤❖P❾ ♠P❥✐❤❭ ♣q q❱❖❖✐❤✐◗▼ ⑩❖♣♠ tP❤❾ ➀♠P❦ ❙♠✐
➃❙➀ ▲❛❜④③①③⑦③③❛

▲❵▼ ✈P❖P❳❳✐ ➋✈❩ ❨P❧P❧♣♣❖❤r❭ ➀❩ ➐◆❱❾❾P ❙❿
❴▲⑨⑨❜❝ ❹♣❧◆❾❱❤❱ ❖❱❳♣❾❣❤✐♣◗ ♣q ❤r❱ ❳♣❾✐❦❼❳❤P❤❱
t✈❨ ❳◆❱♠❤❖❣❧ ♣q P ❣◗✐q♣❖❧❾❭ ❶❷t❼❾P♥❱❾❱❦
❧❱❧♥❖P◗❱ ◆❖♣❤❱✐◗ ✐◗ ◆r♣❳◆r♣❾✐◆✐❦ ♥✐❾P❭❱❖❳▼
⑩❖♣♠ tP❤❾ ➀♠P❦ ❙♠✐ ➃❙➀ ⑨①④⑥③③▲⑦⑥③③⑤

▲➁▼ ➑❣➒❩❪✐❣✈❩❙✐❧◆❳♣◗⑩❿ ❱❤ P❾ ❴❵❛❛⑨❝➀❣❤♣❧P❤❱❦
P❳❳✐❚◗❧❱◗❤ ✐◗ ❳❱❾❱♠❤✐❥❱❾❭ ❧❱❤r❭❾❼❾P♥❱❾❾❱❦ ◆❖♣❼
❤❱✐◗❳▼ ❿ ➀❧ ❹r❱❧ ❙♣♠ ▲➁▲④⑨①⑥❛⑦⑨①⑥▲

▲①▼ ➇❱◗❦✐❤❤✐ ➇❩ ➋P➈➌✐ t❪❩ ❹❾♣❖❱ ⑧✈ ❴❵❛▲▲❝
➀❣❤♣❧P❤❱❦ ❳❱➏❣❱◗♠❱❼ P◗❦ ❳❤❱❖❱♣❼❳◆❱♠✐➄♠
P❳❳✐❚◗❧❱◗❤ ♣q ❧❱❤r❭❾❼❾P♥❱❾❱❦ ◆❖♣❤❱✐◗❳ ♥❭ ◆P❖P❼

➓➔→ ➣↔↔↕➙➛➜➝➛➞ ➟➠ ➡➢➤➙➝ ➥➤➟➞➝↕➛ ➣↔↔➝➜➦➧↕➝↔ ➨↔↕➛➙ ➔➩➞➢➙➝➛➝↔↕↔

6.2 Annexe 2 : Article n◦2
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6.3 Annexe 3 : Production et purification de PhCpn

Production de PhCpn :
Production en milieu M9 minimum 1H2O :

Les bactéries sont adaptées en trois étapes au milieu M9 minimum 2H2O composé de 1 g/L

de 15N2H4Cl et 2 g/L de D-glucose-d7 (Sigma-Aldrich). Pour la culture finale les bactéries

sont cultivé à 37◦C en milieu M9 minimum préparé avec du 2H2O 99.85% (Eurisotop).

Quand la DO à 600 nm atteint 0.6-0.7 l’expression de PhCpn est induite avec de l’IPTG

à une concentration finale de 0.5 mM. 4 heures après l’induction les cellules sont récoltés

et les culots conservés à -20◦C avant l’étape de purification.

Production de PhCpn avec un marquage de groupement méthyle milieu M9

minimum 2H2O :

Les bactéries sont adaptées en trois étapes au milieu M9 minimum 2H2O composé de

1 g/L de 15N2H4Cl et 2 g/L de D-glucose-d7 (Sigma-Aldrich). Pour la culture finale les

bactéries sont cultivé à 37◦C en milieu M9 minimum préparé avec du 2H2O 99.85% (Euri-

sotop). Quand la DO à 600 nm atteint 0.7-0.8 une solution contenant les précurseurs est

ajouté au milieu de culture. La solution de précurseurs est adaptée en fonction de chaque

marquage avec les compositions suivantes par litre de culture :

- 100 mg de L-Methionine-3,3,4,4-d4-[13CH3]-ǫ pour la production des échantillons U-

[15N,12C,2H], [13CH3]Met-ǫ.

- 300 mg de 2-hydroxy-2-[13C]methyl-3-oxo-4,4,4-tri-[2H]butanoate (acetolactate pro-S-
13C) et 40 mg de L-leucine-d 10 (Sigma-Aldrich) pour la production des échantillons

U-[15N,12C,2H], [13CH3]Val-proS.

- 300 mg de 2-hydroxy-2-[13C]methyl-3-oxo-4,4,4-tri-[2H]butanoate (acetolactate pro-S-
13C), 40 mg de L-leucine-d 10 (Sigma-Aldrich) et 100 mg de L-Methionine-3,3,4,4-d4-

[13CH3]-ǫ pour la production des échantillons U-[15N,12C,2H], [13CH3]Val-proS, Met-ǫ.

Une heure après l’addition des précurseurs. L’expression de PhCpn est induite avec de

l’IPTG à une concentration finale de 0.5 mM. 4 heures après l’induction les cellules sont

récoltés et les culots conservés à -20◦C avant l’étape de purification.
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Purification de PhCpn :
Les étapes 1 à 3 sont réalisées en tampon 1H2O et l’étape 4 en tampon 2H2O.

- Étape 0 : Sonication (05/05 ; 40% ; 10 minutes (2*5’))

Tampon de lyse : TRIS 20 mM (pH 7.5), NaCl 20 mM et MgCl2 5 mM. (50 mL de tampon

de lyse par litre de culture).

1 tablette d’anti-protéase (/50mL) ; Dnase 0.05 mg/mL ; Rnase 0.02 mg/mL

- Étape 1 : Choc thermique de 30 min à 80◦C

⇒ Centrifugation (12000rpm, 60’, 4◦C) pour séparer PhCpn des protéines de E. coli. ⇒

Filtrer le surnageant avant injection sur CeA.

- Étape 2 : Ressource Q (CeA : Colonne Échangeuse d’anion)

⇒ Injection de 50 mL de surnageant sur la colonne de CeA

⇒ Gradient du tampon A vers 100% du tampon B en dix volume de colonne

⇒ Concentrer les fractions de 1.8 à 21.6 mL avec un centricon (« cutoff » 30 kDa ou 50

kDa) jusqu’à un volume de 3 à 5 mL

Tampon A : 20 mM TRIS (pH 7.5), 100mM NaCl, 5mM MgCl2, pH 7,5

Tampon B : 20 mM TRIS (pH 7.5), 1M NaCl, 5mM MgCl2 , pH 7,5

- Étape 3 : Chromatographie d’exclusion de taille (Superdex 200 16/60 and Sephacryl

500 HiPrep 16/60)

⇒ Injection de 3 à 5 mL sur les colonnes de CE

Tampon : 25 mM MES (pH 6.5), 25 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 100 mM KCl.

- Étape 4 : Échange du tampon 1H2O par le tampon 2H2O.

Pour les échantillons avec un marquage de groupement méthyle, le tampon 1H2O doit être

échangé avec un tampon 2H2O. En fonction des échantillons du MES deutéré ou du MES

protoné a été utilisé.

⇒ L’échange du tampon est réalisé par cinq cycles de dilution/concentration de l’échan-

tillon avec un centricon (cut-off 50 kDa ou 100 kDa).
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- Étape 5 : Contrôle de la qualité de l’échantillon

Après purification de l’échantillon plusieurs tests permettent de déterminer la qualité de

PhCpn.

(1) Contrôle de la pureté et de l’oligomérisation avec une colonne de CE analytique

(2) Test de l’activité ATPase avec le test "malachite green"

(3) Contrôle de la particule par microscopie électronique

(4) Échantillon avec un marquage de groupement méthyle : enregistrement d’un spectre

RMN et test de l’interaction avec un analogue de l’ATP

245



6. ANNEXES

6.4 Annexe 4 : Production et purification du lysozyme

Production du lysozyme :
Production avec un marquage de groupement méthyle en milieu M9 minimum
2H2O :

Les bactéries sont adaptées en trois étapes au milieu M9 minimum 2H2O composé de

1 g/L de 15N2H4Cl et 2 g/L de D-glucose-d7 (Sigma-Aldrich). Pour la culture finale les

bactéries sont cultivé à 37◦C en milieu M9 minimum préparé avec du 2H2O 99.85% (Euri-

sotop). Quand la DO à 600 nm atteint 0.7-0.8 une solution contenant les précurseurs est

ajouté au milieu de culture. La solution de précurseurs est adaptée en fonction de chaque

marquage avec les compositions suivantes par litre de culture :

- 300 mg de 2-hydroxy-2-[13C]methyl-3-oxo-4,4,4-tri-[2H]butanoate (acetolactate pro-S-
13C) et 40 mg de L-leucine-d 10 (Sigma-Aldrich) suivi par l’addition de 60 mg of 2-

oxo-3-[ 2 H 2 ]-4-[ 13 C]-butanoate (α-céto-butyrate) pour la production de l’échantillon

U-[15N,12C,2H], [13CH3]Val-proS, Leu-proS, Ile-δ1 .

Une heure après l’addition des précurseurs. L’expression du lysozyme est induite avec de

l’IPTG à une concentration finale de 2 mM. 3 heures après l’induction les cellules sont

récoltés et les culots conservés à -20◦C avant l’étape de purification.

Purification du lysozyme :
- Étape 1 : Purification des corps d’inclusions

⇒ Sonication (05/05 ; 40% ; 10 minutes (2*5’))

Tampon de lyse : TRIS 50 mM (pH 7.5), EDTA 1 mM et 25% sucrose

⇒ Centrifugation (12000 rpm, 60’, 4◦C)

⇒ Lavage des culots dans le tampon de lyse

⇒ Centrifugation (12000 rpm, 60’, 4◦C)

⇒ Lavage des culots dans le tampon 2

Tampon 2 : TRIS 20 mM (pH 7.5), EDTA 1 mM et Triton 1%.

⇒ Centrifugation (12000 rpm, 60’, 4◦C)

⇒ Lavage des culots dans le tampon 3

Tampon 3 : TRIS 20 mM (pH 7.5) et EDTA 1 mM.

⇒ Centrifugation (12000 rpm, 60’, 4◦C)

Les corps d’inclusions peuvent être stockés plusieurs semaines à -20◦C.
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- Étape 2 : Extraction du lysozyme des corps d’inclusions

⇒ Solubilisation des corps d’inclusions dans le tampon 4

Tampon 4 : TRIS 20 mM (pH 7.5), NaCl 20 mM, EDTA 1 mM, DTT 100 mM et Urée 8

M

⇒ Chauffer à 50◦C et agiter à 250 rpm pendant 1 heure

⇒ Sonication (05/05 ; 40 ⇒ Chauffer à 50◦C et agiter à 250 rpm pendant 1 heure

⇒ Centrifugation (12000 rpm, 30’, 4◦C) pour séparer le surnageant des débris cellulaires.

⇒ Filtrer le surnageant avec un filtre 0.45 µm avant injection sur la CeC

- Étape 3 : Purification du lysozyme (SPFF (CeC : Colonne échangeuse de cation))

⇒ Injection de 50 mL de surnageant sur la colonne de CeC

⇒ Gradient du tampon A vers 100% du tampon B en dix volume de colonne

⇒ Concentrer les fractions contenant le lysozyme avec un centricon (« cutoff » 3 kDa)

jusqu’à une concentration de +/- 2mg/mL.

Tampon A : 20mM TRIS (pH 7.5), 20mM NaCl, 5 mM β-mercapto-éthanol, Urée 4 M.

Tampon B : 20mM TRIS (pH 7.5), 1 M NaCl, 5 mM β-mercapto-éthanol, Urée 4 M.

- Étape 4 : Repliement sur colonne de chromatographie d’exclusion de taille. ⇒ Dé-

pliement du lysozyme dans le tampon de dépliement pendant 1 heure à 50◦C avec une

agitation à 250 rpm.

Tampon de depliement : 100 mM TRIS (pH 8.7), 20mM NaCl, 100 mM DTT, Urée 8 M.

⇒ Injection de 3 à 5 mL sur une colonne de chromatographie d’exclusion de taille (Co-

lonne Superdex 200 16/60 (0.25 mL/min maximum))

Tampon de repliement : 100 mM TRIS (pH 8.7), 150 mM NaCL, 3mM GSH, 0.3mM

GSSG, 1mM EDTA, 2 M Urée.

- Étape 5 : Échange du tampon avec le tampon d’activité de PhCpn

⇒ Concentrer les fractions contenant le lysozyme avec un centricon (« cutoff » 3 kDa)

jusqu’à une concentration de +/- 5 mg/mL.

⇒ Injection de 3 à 5 mL sur une colonne de chromatographie d’exclusion de taille (Co-

lonne Superdex 200 16/60 (0.25 mL/min maximum))

Tampon : 25 mM MES (pH 6.5), 25 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 100 mM KCl.

- Étape 6 : Échange du tampon 1H2O par le tampon 2H2O.

Pour les échantillons avec un marquage de groupement méthyle, le tampon 1H2O doit être
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6. ANNEXES

échangé avec un tampon 2H2O. En fonction des échantillons du MES deutéré ou du MES

protoné a été utilisé.
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RÉSUMÉ :

Les chaperonines sont des chaperonnes moléculaires indispensables pour le repliement de

certaines protéines dans les cellules. La taille et la complexité de ces machineries bio-

logiques rendent complexes l’étude de leurs propriétés structurales et fonctionnelles. La

spectroscopie RMN permet de suivre des changements structuraux et dynamiques en temps

réel avec une résolution atomique. Cependant, l’étude par RMN de protéines ou de com-

plexes de haut poids moléculaires a été un challenge pendant de nombreuses années. Dans

la première partie de cette thèse, il a été montré que la combinaison de marquage spécifique

des groupements méthyles, d’expériences RMN optimisées et de microscopie électronique

peut être utilisée pour suivre différents états du cycle fonctionnel d’une chaperonine de 1

MDa. Pour étudier ce mécanisme, la chaperonine native a été reconstituée avec un mar-

quage des groupements méthyles des méthionines et valines. Les résidus méthionines ont

pu être utilisés comme des sondes pour identifier les spectres RMN correspondant aux

états intermédiaires et aux espèces actives du cycle fonctionnel. Grâce à ces sondes il a

été possible de suivre en temps réel les réarrangements structuraux correspondant aux

différentes conformations de la chaperonine durant son cycle fonctionnel. La seconde par-

tie traite de la caractérisation de l’interaction de la chaperonine avec une protéine cliente

dépliée. L’observation de la stabilisation de l’état déplié de la protéine par la chaperonine a

permis de mettre en évidence une activité de ”holdase” de la chaperonine. En utilisant une

combinaison astucieuse de différents marquages de groupements méthyles et d’expériences

RMN optimisés pour des assemblages de haut poids moléculaire, il a été possible d’obser-

ver le repliement de cette protéine par la chaperonine et les effets de la présence d’une

protéine dépliée sur le cycle fonctionnel de la chaperonine en action.

Mots clés : RMN, marquage spécifique, chaperonines, assemblage de haut poids moléculaire,

ATPase, repliement.

ABSTRACT :

Chaperonins are essential molecular chaperons for the refolding of proteins in the cells.

Size and complexity of these biological machineries make complex the study of their struc-

tural and functional properties. NMR spectroscopy offers an unique ability to monitor

structural and dynamic changes in real-time and at atomic resolution. However, the NMR

studies of large proteins and complexes has been a real challenge for a long time. In the

first part of this thesis, it has been shown that the combination of methyl specific labeling,

optimized NMR spectroscopy for large assemblies and electron microscopy can be used to

monitor the different states of the functional cycle of a 1 MDa chaperonin. To study this

mechanism, the native chaperonin was reconstituted with a labeling of the methionines

and valines methyl groups. Methionines residues have been used as probes to identify the

NMR spectra corresponding to intermediates states and active species of the functional

cycle. Thanks to theses probes, it has been possible to follow in real time the structural

rearrangements corresponding to the different conformations of the chaperonin during its

functional cycle. The second part deals with the characterization of the interaction between

the chaperonin and an unfolded protein. Observation of the stabilization of the unfolded

protein by the chaperonin allowed to identify the holdase activity of the chaperonin. Using

a clever combination of a differential methyl labeling and optimized NMR spectroscopy

for large assemblies, it has been possible to follow the refolding of the unfolded protein

by the chaperonin and the effects of the unfolded protein on the functional cycle of the

chaperonin in action.

Key words : NMR, specific labeling, chaperonins, large assemblies, ATPase, refolding.


