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Abre viations 
 

  

ADN : Acide Désoxyribonucléique 

BAF : BArrier-to-autointegration Factor 1 

CBP : CREB Binding Protein 

CEA : Commissariat à l’Energie Atomique  

C.elegans : Caenorhabditis elegans 

EDMD : dystrophie musculaire d’Emery-

Dreifuss  

DTT Dithiothréitol 

EGF : Epidermal Growth Factor 

ERK : Extracellular signal-regulated Kinase 

E.coli : Escherichia coli  

Fus3p : Fusion 3 protein 

HES1 : Hairy and Enhencer of Split 

HGPS : Hutchinson Gilford Progeria Syndrom 

HSQC : Heteronuclear Single Quantum 

Correlation 

Icmt : isoprénylcystéine carboxyméthyl-

transférase 

JNK : c-Jun amino terminal Kinase 

IDPs : protéines intrinsèquement 

désordonnées  

IDR : régions intrinsèquement dépliées 

MAP : Mitogen Activated Protein 
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Mok2 : Mouse Krüppel-like 2 

MSCs : cellules souches mésenchymateuses  

ME : Microscope Electronique 

NETs : domaines transmembranaires  

NICD : Notch intracellulaire (NICD) 

PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PKC : Protéine Kinase C 

pKID : phosphorylated Kinase Inducible Domain 

PTMs : modifications post-traductionnelles 

RHIM : RIP homotypic interaction motif 

RIP : Receptor Interacting Protein Kinase 

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire 

SREBP1 : Sterol Regulatory Element-Binding 

Protein 1 

SOFAST-HMQC : band-Selective Optimized-
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I.1. Protéines : Structure, dynamique et fonction 
 

Les protéines sont des macromolécules biologiques présentes au sein de toutes les 

cellules. Elles sont constituées de chaînes polypeptidiques, elles-mêmes composées d’acides 

aminés reliés entre eux par une liaison peptidique. Ces acides aminés possèdent une chaîne 

latérale variable leur conférant diverses propriétés physico-chimiques.  

 

 

I.1.1 Le dogme fondamental structure-fonction des protéines 
 

Les protéines assurent un ensemble de fonctions au sein des cellules mais également 

à l’échelle des tissus et des organismes. Elles peuvent avoir un rôle (i) enzymatique en 

catalysant les réactions chimiques, (ii) structural comme notamment les protéines impliquées 

dans l’architecture du nucléosquelette, (iii) de signalisation cellulaire comme les protéines 

impliquées dans la réponse à un dommage de l’ADN, (iv) de compaction de l’Acide 

Désoxyribonucléique (ADN) comme les histones, ou encore (v) de régulation de l’expression 

des gènes comme les facteurs de transcription.  

Les protéines peuvent être définies par leur séquence en acides aminés ou structure 

primaire. Les éléments de type hélice , feuillet  ou coudes formés par ces séquences 

polypeptidiques constituent la structure secondaire. Enfin, les protéines adoptent une 

structure d’ordre supérieur appelée structure tertiaire, soit un repliement résultant de 

différents types d’interaction (hydrophobe, électrostatique, ponts-disulfure). Le repliement 

des protéines est un processus thermodynamique permettant de diminuer l’énergie du 

système en optimisant les contacts intramoléculaires ainsi que les contacts avec le milieu 

extérieur. Enfin, les protéines peuvent s’auto-assembler pour former des oligomères, on parle 

alors de structure quaternaire.  

La biologie structurale des protéines est fondée sur un dogme fondamental structure-

fonction selon lequel la fonction d’une protéine est définie par ses structures tertiaire et 

quaternaire. Ainsi, les méthodes de résolution de la structure tridimensionnelle des protéines, 

à savoir la diffraction des rayons X ainsi que la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ou 

encore, plus récemment la Microscopie Electronique (ME), ont permis d’apporter une 

explication moléculaire à de nombreux mécanismes biologiques. Cependant, au cours des dix 

dernières décennies, il a été découvert que les mouvements des protéines avaient aussi une 

importance fonctionnelle (Huber et al., 1979). De plus, de nombreuses protéines possèdent 

des régions absentes des cartes de densités électroniques après diffraction aux rayons X 1 2; 
3). Ces régions sont flexibles et leur structure primaire est caractérisée par une distribution 

spécifique en acides aminés.4 5 6). Leur analyse a permis le développement de serveurs de 

prédiction de désordre comme par exemple DISOPRED3 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1 7), ou même de métaserveurs permettant 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1


18 
 

d’utiliser simultanément des méthodes de prédiction de désordre différentes comme par 

exemple Metadisorder (http://genesilico.pl/metadisorder/ 8). 

Il a été observé que plus de 30% du protéome eucaryote était composé de protéines 

comportant des régions désordonnées de plus de 30 acides aminés 9, appelées 

«protéines intrinsèquement désordonnées » (IDPs)10. A l’heure actuelle, la communauté 

scientifique parle de trinité protéique, un principe selon lequel une protéine native pourrait 

adopter une structure bien définie, ou partiellement désordonnée, ou encore entièrement 

déstructurée11.  

 

 

I.1.2 Les protéines intrinsèquement désordonnées 
 

Les IDPs sont des protéines ne possédant pas de structure tridimensionnelle fixe. En 

effet, ces protéines échantillonnent un grand ensemble de conformations et leurs structures 

ne peuvent pas être représentées par un jeu de coordonnées cartésiennes. Par ailleurs, si les 

protéines globulaires ont des angles de Ramachandran moyens très comparables au cours du 

temps, il n’en est rien pour les IDPs qui ont, elles, des angles de Ramachandran variant au 

cours du temps12. Contrairement aux régions charnières flexibles ayant essentiellement pour 

but de relier les différents modules structurés et fonctionnels des protéines, les IDPs sont 

fonctionnelles par elles-mêmes13. Les premières protéines intrinsèquement désordonnées et 

fonctionnelles décrites sont les hormones polypeptidiques telles que le glucagon 

monomérique, désordonné en solution14. 

L’intérêt pour les IDPs a crû de manière exponentielle ces dernières années car de 

nombreuses protéines possédant des régions désordonnées ont été identifiées dans des 

mécanismes de régulation cruciaux tels que la signalisation cellulaire, le remodelage de la 

chromatine ainsi que dans la transcription des gènes. Les avancées des méthodes de biologie 

structurale, notamment la RMN et la diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS), 

permettent maintenant la caractérisation structurale des IDPs. Il est possible de mesurer la 

propension d’une protéine à adopter une structure secondaire ou un repliement globulaire 

mais également de décrire sa dynamique sur une grande gamme d’échelles de temps. Enfin, 

un lien intime existe entre la conformation des IDPs et les pathologies du repliement, 

notamment les pathologies neurodégénératives telles que les maladies d’Alzheimer ou de 

Parkinson. En effet, dans ce type de pathologies, les IDPs adoptent de manière transitoire des 

conformations, dans desquelles leurs régions hydrophobes sont accessibles au solvant, 

entraînant leur agrégation. La bonne compréhension des mécanismes de régulation auxquels 

les IDPs contribuent permettra de mieux prédire la survenue des pathologies qui leur sont 

associées. 

 

 

http://genesilico.pl/metadisorder/
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I.1.2.1. Spécificités et structure 

 

La structure primaire des IDPs est caractérisée par une faible complexité en acides 

aminés avec notamment un faible pourcentage en acides aminés hydrophobes (Val, Leu, Ile, 

Met, Phe, Trp and Tyr) et un pourcentage élevé en acides aminés polaires et chargés (Gln, Ser, 

Gly, Ala, Lys, Pro and Glu)15 16 17; Figure 1). Cette faible complexité empêche les IDPs d’adopter 

une structure tertiaire stable dans le temps. L’observation des valeurs de charge nette et 

d’hydrophobicité d’une protéine permet ainsi de prédire son aptitude à se comporter comme 

un IDP (Figure 2). 

 

Figure 1 : Impact des acides aminés sur la propension de désordre d'une protéine18. 

 

 

 

Figure 2 : Comparaison de la charge nette et de l'hydrophobicité des protéines intrinsèquement désordonnées et des protéines 
possédant une structure tertiaire stable. Les protéines structurées (ronds blancs) sont caractérisées par une hydrophobicité 
élevée et une charge nette faible. Les IDPs (losanges noirs), possèdent une charge nette importante mais une faible 
hydrophobicité moyenne19 

 

D’autre part, les IDPs ne sont pas toujours entièrement désordonnées. Si elles n’ont 

pas la possibilité d’adopter une structure tertiaire bien définie, elles ont tout de même parfois 

tendance, en échantillonnant diverses conformations, à former des structures transitoires tels 

que des structures secondaires résiduelles, ainsi que des contacts tertiaires transitoires dus à 
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des rapprochements entre résidus hydrophobes20. Ces structures résiduelles aussi sont 

retrouvées dans des régions intrinsèquement dépliées (IDR) de protéines en partie structurées 

(Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les IDPs et IDRs sont impliquées dans divers mécanismes de régulation très 

importants. Afin d’avoir un rôle régulateur, elles se lient à d’autres partenaires protéiques, 

promouvant ou empêchant des interactions protéine-protéine. Il arrive, lors d’un tel 

mécanisme, qu’une IDP/IDR se structure en se liant à son partenaire. Ce partenaire peut être 

une autre protéine, comme dans le cas de la calcineurine dont le domaine de régulation subit 

une transition d’un état désordonné à un état structuré lors de son interaction avec la 

calmoduline21 (Figure 4) ou un brin d’ADN comme pour la protéine de levure GCN4 

(homologue de l’oncogène humain c-jun). En effet, ce facteur de transcription comporte une 

région basique désordonnée en l’absence d’ADN. Lorsque GNC4 se lie à l’ADN, le domaine 

basique adopte une conformation en hélice . C’est un exemple de structuration par liaison 

à l’ADN. Cette liaison est facilitée par le fait que GCN4 seule n’est pas entièrement 

désordonnée mais possède une structure transitoire en hélice . Les protéines 

membranaires sont également souvent dépliées en solution et se replient en adoptant des 

structures en hélice au contact de la membrane24,25. Une même IDP/IDR peut se lier à plusieurs  

partenaires en adoptant chaque fois une structure liée différente, ce qui lui permet d’influer 

dans un sens ou dans un autre sur une régulation26. Ceci est un autre avantage de ne pas 

posséder de structure définie. Lors du repliement d’une IDP/IDR, il y a un coût entropique qui 

est compensé par l’enthalpie de liaison au partenaire, thermodynamiquement favorable. Les 

complexes formés de cette manière donnent généralement des systèmes à haute spécificité 

mais ayant une faible affinité. Ceci permet une grande réversibilité car la dissociation de ces 

complexes est rapide. Une haute spécificité, avec une réversibilité rapide, sont deux 

caractéristiques parfaitement adaptées à la transduction d’un signal cellulaire par exemple9. 

 

Figure 3 : Des degrés variables de désordre au sein des protéines13. La proportion de structure tridimensionnelle stable 
augmente de gauche à droite à partir d’une protéine totalement désordonnée, puis un globule fondu pouvant être vu comme 
un intermédiaire de repliement, puis une protéine modulaire, qui contient des régions de liaison désordonnées entre ses 
modules structurés, et enfin une protéine structurée pouvant néanmoins contenir des régions localement désordonnées. 
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Figure 4 : Structuration de domaine de régulation de la calcineurine lors de son interaction avec la calmoduline21. (A) En 
absence de calcium, la calcineurine est en conformation inactive. (B) La calmoduline adopte une conformation active après 
liaison au calcium. (C) La calcineurine lie aussi le calcium et son domaine de régulation devient transitoirement désordonné. 
(D) La calmoduline active se fixe sur le domaine de régulation de la calcineurine, entraînant sa structuration. 

Les IDPs/IDR peuvent également être impliquées dans des complexes multi-protéiques 

montrant une quantité non négligeable de désordre après liaison des différents partenaires. 

Il s’agit alors de « fuzzy complexes ». Les fuzzy complexes ont été classés en 4 catégories selon 

leur degré de désordre une fois la liaison effectuée27 (Figure 5).   

- Le modèle polymorphique :  

Une protéine désordonnée peut adopter plusieurs conformations différentes lors de 

l’interaction avec son partenaire. Il s’agit alors d’un modèle polymorphique. Par exemple, pour 

permettre l’adhésion médiée par les cadhérines, la -caténine est transloquée vers le noyau 

où elle jouera un rôle de coactivateur de facteurs de transcription comme le facteur de 

transcription de lymphocytes T : Tcf4. Le domaine désordonné de Tcf4 lie la -caténine en 

adoptant une conformation étendue (Figure 5a). Cependant, son segment intermédiaire acide 

établit des ponts salins alternatifs qui sont cruciaux pour l’interaction26. De nombreuses 

conformations alternatives sont également connues dans le cas des prions sous forme de 

fibres amyloides28. Certaines conformations possèdent un rôle physiologique bien établi29. 

- Le modèle « Clamp » : 

Dans ce modèle, une protéine possédant deux domaines structurés reliés par une région 

charnière désordonnée peut interagir via ses domaines structurés sans pour autant entraîner 

une structuration de sa région charnière. Le plus souvent, la région charnière n’établit aucun 

contact avec le partenaire lors de l’interaction. C’est le cas de la protéine Scaffolding Protein 

Sterile 5 (Step5) qui se lie à la protéine Fusion 3 protein (Fus3p) durant la reproduction des 

levures haploïdes. Step5 interagit via deux segments protéiques séparés par une région 

charnière désordonnée de 8 résidus qui reste dépliée lors de l’interaction30 (Figure 5b). De 
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manière intéressante, cette interaction n’a pas lieu si l’on étudie l’interaction des deux 

domaines structurés sans la présence de la région charnière, ce qui montre son importance 

dans la régulation de cette interaction.  

 

- Le modèle « flanquant » : 

Les IDPs se lient souvent à leurs partenaires via de courts éléments de reconnaissance enfouis 

au sein d’un environnement désordonné31,32. Cependant, il arrive que les régions 

désordonnées entourant les éléments de reconnaissance améliorent l’affinité du complexe 

formé. Le domaine KID désordonné33,34 de la protéine CREB par exemple, se lie au domaine 

KIX de la protéine CBP via un fragment de 29 acides aminés adoptant une structure hélice-

boucle-hélice lors de l’interaction33 (Figure 5c). Bien que la portion restante de KID reste 

désordonnée dans le complexe, lorsque ces régions désordonnées sont délétées, elles 

entrainent une diminution du Kd d’un facteur 535. Le facteur d’épissage SF1 est un second 

exemple de régions flanquantes désordonnées impliquées dans une interaction. Lorsque SF1 

interagit avec U2AF, l’affinité de l’interaction entre le domaine de liaison de SF1 isolé et U2AF 

est bien moins élevée que l’affinité de l’interaction effectuée avec SF1 entière, montrant la 

nécessité de ces régions flanquantes36. Les régions flanquantes désordonnées peuvent 

également être le siège d’autres modes de régulation. En effet, elles peuvent subir des PTMs 

permettant de moduler l’interaction37. Elles peuvent également initier la dégradation par le 

protéasome38 ou encore empêcher l’agrégation des protéines39. 

 

- Le modèle « random » 

Ce modèle représente la dynamique du désordre extrême. Il apparait lorsqu’une protéine est 

majoritairement désordonnée lors d’une interaction. Un exemple de ce phénomène est la 

structure du récepteur de lymphocytes T en interaction avec un antigène (Figure 5d). 

L’élastine, qui forme des fibres par auto-assemblage des monomères de tropoélastine, illustre 

également ce modèle. Une étude de ces fibres par RMN du solide a montré un fort degré de 

désordre dynamique à l’intérieur de ces fibres avec notamment des valeurs de déplacement 

chimiques secondaires des carbones de la chaine principale caractéristiques d’une protéine 

désordonnée40. Dans ce cas, l’auto-assemblage sous forme de fibre est médié par des 

interactions hydrophobes ainsi que par des liaisons hydrogènes médiées par l’eau41.  
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Figure 5 : Illustration des différents groupes de fuzzy complexes par ordre croissant de désordre27. (a) Modèle polymorphique 

illustré par l’interaction entre Tcf4 et la -caténine. (b) Modèle "clamp" utilisé par Step5p en interaction avec la MAP kinase 
Fus3p. (c) Modèle flanquant montré grâce à l’interaction entre CREB KID et CBP-KIX. (d) Modèle «random» illustré par une 
structure hypothétique de récepteur de lymphocyte T en interaction avec un antigène.   

 

Enfin, l’état désordonné des IDPs/IDRs leur permet d’être facilement accessibles aux 

protéases. Cette dégradation rapide permettrait d’accroitre leur versatilité et il est possible 

que la dégradation par des protéases soit un mécanisme de régulation physiologique de la 

fonction des IDPs/IDRs42.  

 

 

I.1.2.2. Modifications post-traductionnelles 

 

Grâce à leur grande accessibilité, les IDPs sont une cible privilégiée des PTMs. Ces PTMs 

peuvent également être rapidement retirées43, permettant ainsi une fine régulation des 

processus biologiques. Différents types de PTMs sont observés sur les IDPs : soit l’ajout de 

groupements chimiques (glycosylation, acetylation, phosphorylation, etc), soit l’ajout d’une 

petite protéine (sumoylation, ubiquitinylation).  

Les PTMs influent sur la protéine cible de différentes manières. Premièrement, l’ajout 

d’un groupement chimique modifie la structure primaire de la protéine. Ceci entraîne la 

modification des propriétés chimiques de l’acide aminé, comme l’ajout de charges lors d’une 

phosphorylation, ou au contraire la neutralisation de charges lors d’une acétylation. Les IDPs 

peuvent comporter une, plusieurs, ou une combinaison de différentes PTMs. Ceci permet de 

déclencher des mécanismes d’amplification ou de compétition pour une régulation fine du 

signal porté par l’IDP. Une seconde manière de moduler l’activité d’une IDP via une PTM est 

de permettre la stabilisation ou non de structures secondaires résiduelles44. Enfin, une PTM 

peut permettre le rapprochement ou l’éloignement de résidus éloignés dans la séquence en 

induisant un changement de la structure tridimensionnelle de l’IDP, comme dans le cas de la 

protéine p27 qui se lie au complexe Cdk4/cycline D dans une conformation ouverte et qui, 
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grâce à la phosphorylation de sa tyrosine 88, adopte une conformation fermée qui entraîne la 

levée de l’inhibition du complexe Cdk4/cycline D45.  

Enfin, l’ajout d’un groupement chimique peut entraîner une stabilisation ou une 

déstabilisation locale de la structure de la protéine, lui permettant de passer d’un état 

désordonné à un état structuré46–49, ou de s’auto-associer pour former des structures 

complexes de type fibrilles49 ou des transitions de phase50, ou encore d’interagir avec un 

partenaire22.  

La PTM la plus fréquente est la phosphorylation. Il est estimé qu’environ un tiers des 

protéines eucaryotes pourraient être phosphorylées, et la plupart des phosphorylations se 

situent dans des IDRs37,51. Cette modification consiste en l’ajout d’un groupement phosphoryl 

tétraédrique portant deux charges négatives à la place d’une fonction hydroxyle. Le 

groupement phosphoryl permet de nouvelles interactions électrostatiques grâce aux deux 

charges négatives présentes, mais également des liaisons hydrogènes supplémentaires grâce 

aux atomes d’oxygènes ajoutés. Par ailleurs les sérines phosphorylées ont un rôle stabilisateur 

d’hélice lorsqu’elles sont situées en N-terminal d’une hélice tandis qu’elles peuvent 

déstabiliser une telle structure si la phosphorylation est positionnée au cœur ou en C-terminal 

de l’hélice . De plus, les IDPs possédant des sérines et des thréonines phosphorylées ont 

été montrées comme interagissant avec différents domaines fréquemment retrouvés dans les 

protéines, tels que les domaines SH2, WW, WD40 et BRCT53. Ainsi, la phosphorylation des IDPs 

permet d’accroitre drastiquement les possibilités d’interaction avec d’autres partenaires 

protéiques.  De la même manière, l’acétylation des lysines des IDPs ainsi que la méthylation 

des arginines leur permet d’interagir avec les protéines à domaines Bromo54 et Tudor55, 

respectivement. 

Les histones sont des protéines impliquées dans la compaction de l’ADN, elles forment 

le nucléosome autour duquel s’enroule l’ADN. Les histones font partie des protéines ayant des 

IDRs et dont les PTMs entraînent des changements flagrants de comportement vis-à-vis de 

leurs partenaires. En effet, les queues N-terminale et C-terminale des histones sont dépliées 

et sont le siège de nombreuses PTMs. Ces PTMs ont un rôle central dans la régulation de 

l’accessibilité de l’ADN au sein de la chromatine56. Par exemple l’acétylation des lysines des 

queues des histones neutralise la charge positive de la lysine acétylée et modifie l’interaction 

de l’histone à la molécule d’ADN chargée négativement57. Comme dit précédemment, les 

acétylations et méthylations de certains résidus des histones permettent la liaison de 

protéines possédant des domaines Bromo et Tudor. Il se trouve que de nombreuses protéines 

impliquées dans les complexes de remodelage de la chromatine possèdent ce type de 

domaine. Les PTMs peuvent agir sur le recrutement de ces complexes de remodelage de la 

chromatine et entraîner localement la compaction ou non de l’ADN, régulant ainsi l’expression 

des gènes.  

Certaines PTMs favorisent également l’ancrage de protéines non membranaires ayant 

des régions désordonnées à des membranes phospholipidiques. En effet, l’ajout de 
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groupements myristate, palmitate, isoprénoides, glycosylphosphatidylinositol58 ou encore 

farnésylpyrophosphate, contribuent à la relocalisation des IDPs et à leur ancrage à la 

membrane.  

 

 

I.1.2.3. Auto-assemblage et agrégation 

 

Une caractéristique très intéressante des IDPs est leur capacité à s’auto-associer. Cette 

propriété leur vient de la faible complexité de leur séquence en acides aminés. De plus en plus 

d’IDPs étant capables de s’assembler en des structures complexes sont découvertes. Ces auto-

assemblages sont parfois fonctionnels59. Ils peuvent également entraîner la survenue de 

pathologies.  

Par exemple, l’-synucléine, une protéine cytosolique désordonnée, exprimée dans les 

cellules neuronales humaines, est capable de s’associer de manière réversible à des lipides 

pour stabiliser une conformation en hélice60. Malheureusement, il arrive que cette association 

avec des lipides entraîne un défaut de structuration et que la protéine s’agrège en formant 

des fibres riches en feuillets . Ces agrégats sont les principaux composants des corps de 

Lewy, associés à des maladies diverses appelées synucléopathies, telle que la maladie de 

Parkinson62. La fibrillation de type amyloïde de l’-synucléine est donc un comportement 

pathologique de la protéine. Le même phénomène survient avec le peptide A-40 dans le 

cadre de la maladie d’Alzheimer.  

Pour autant, toutes les formes de fibres amyloïdes ne sont pas pathogènes, il a 

d’ailleurs été montré que de nombreuses protéines sont capables, si elles se trouvent dans les 

conditions adéquates, de former des structures de type amyloïde63. Par exemple, la protéine 

Pmel17 s’associe en fibres amyloïdes de manière à accélérer la formation de mélanine dans 

les cellules de mammifères64.  

Très récemment, différentes études ont montré que les IDPs étaient capables de 

s’auto-assembler pour former des organelles sans membrane65. Ces transitions de phase 

jouent de nombreux rôles et de plus en plus d’équipes démontrent leur importance dans des 

mécanismes de régulation divers et variés. Elles sont observées lorsque deux espèces 

chimiques distinctes se repoussent en étant diluées dans un milieu aqueux66. De cette 

manière, les protéines impliquées dans ces transitions de phase se trouvent dans un état 

d’énergie libre inférieure à celle de leur état monomérique en solution67. Les premières 

transitions de phase résultant de l’association de protéines entre elles ont été mises en 

évidence en conditions de stress. En effet, ces conditions de stress entraînent un mauvais 

repliement des protéines et ainsi un auto-assemblage qui aboutit à la formation d’une 

particule protéique de haut poids moléculaire68.  

Une caractéristique commune aux protéines formant des transitions de phase est la 

présence de régions riches en répétitions d’acides aminés polaires (glycines, glutamines, 
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asparagines et sérines), apolaires (proline), positivement chargés (arginine, lysine), 

négativement chargés (aspartate, glutamate), aromatiques (tryptophane, phénylalanine, 

tyrosine). Par contre, les acides aminés aliphatiques et hydrophobes sont très peu 

représentés. Il semble que les protéines impliquées dans les transitions de phase restent 

désordonnées au sein des organelles69,70.  

Les transitions de phase sont des phénomènes très sensibles aux conditions physico-

chimiques du milieu extérieur. Comme détaillé précédemment, les modifications post-

traductionnelles peuvent avoir une influence sur la capacité d’une protéine à former de telles 

structures. Cependant, une variation de la température, de la concentration en sel ou de la 

concentration locale de la protéine impliquée dans les transitions de phase permet également 

de moduler la survenue de ce phénomène. Par exemple, il a été montré que les granules 

formés par le domaine « low-complexity » de la protéine FUS (RNA-Binding Protein FUS, 

également nommée « Fused in Sarcoma » ; Figure 6) se dissipent avec l’augmentation de la 

température, mais qu’ils ont une plus forte tendance à se former lorsqu’on augmente la 

concentration en sel et également la concentration locale en FUS69. Récemment, il a 

également été montré que la protéine FUS n’est plus capable de réaliser ce type de structure 

lorsque le résidu arginine du troisième motif « RGG » est méthylé71.  

 

 

Figure 6 : Influence des conditions physico-chimiques sur les transitions de phase observées avec le domaine « low complexity » 
(LC) de la protéine FUS avec ou sans coupure de son étiquette de purification69. (A) : Image de microscopie par interférences 
différentielles montrant la formation de transitions de phase par le domaine LC de FUS à haute concentration (gauche) mais 
pas à faible concentration (droite). (B) : Images de microscopie par interférence différentielles montrant la formation de 
transitions de phase par la protéine FUS entière après coupure de l’étiquette MBP grâce à la protéase TEV (gauche) mais pas 
lorsque l’étiquette est présente (droite). (C) : Diagramme montrant par densité optique la capacité du domaine LC de FUS à 
former des transitions de phase en fonction de la température et de la concentration en protéine. Ces tests ont été réalisés à 
différentes concentrations de NaCl. (D) : Après coupure de l’étiquette MBP avec la protéase TEV, la concentration en NaCl ne 
modifie pas la capacité de la protéine FUS entière à former des transitions de phases. Une concentration en NaCl supérieure 
à 150 mM diminue tout de même ce phénomène. 
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Les transitions de phase ont souvent été associées à des pathologies, par exemple la 

cataracte est une pathologie entraînant un changement d’état des protéines du cristallin d’un 

état clair à une phase opaque, empêchant le passage de la lumière. Par ailleurs, les transitions 

de phase peuvent évoluer et former des hydrogels72 dérivant vers une polymérization de type 

amyloïde73. Enfin, récemment, une équipe a suggéré que la formation de transitions de phase 

par la protéine Tau est une des prémices de l’agrégation de la protéine observée dans la 

maladie d’Alzheimer50.  

Cependant, de plus en plus d’études suggèrent que ces transitions de phase liquide-

liquide peuvent être fonctionnelles et nécessaires74. Notamment, une équipe a étudié la 

dynamique des granules P au sein des corps riches en ARN. Les granules P montraient une 

capacité à fusionner entre eux en adoptant un état de transition de phase liquide-liquide75. 

Différents rôles ont été mis en évidence pour de telles structures. On leur attribue en effet la 

capacité de se lier à des acides nucléiques75, à des protéines associées à l’ARN76, de servir de 

cargos protéiques pour permettre une traduction localisée d’un ARNm77 ou encore 

d’augmenter la concentration locale des protéines impliquées69.  

 Enfin, les protéines désordonnées sont également source de nombreux challenges lors 

de leur étude. Lorsque leur concentration est trop importante, les contacts défavorables 

s’amplifient et une agrégation aspécifique de la protéine est alors observée. L’encombrement 

cellulaire peut également être une source de contacts défavorables et le repliement d’une 

protéine peut être vu comme une stratégie de la cellule visant à maintenir une protéine 

soluble78. Par ailleurs, les IDPs étant particulièrement accessibles au solvant, elles encourent 

un risque accru d’oxydation, entraînant la formation de ponts disulfures non natifs intra- ou 

intermoléculaires pouvant mener à de l’agrégation. De la même manière, leur accessibilité au 

solvant accroit le risque de dégradation par des protéases. Une IDP dégradée peut alors se 

comporter différemment de la protéine native et ce phénomène peut promouvoir 

l’agrégation anarchique de la protéine. D’extrêmes précautions sont donc nécessaires 

lorsqu’une étude structurale sur des protéines dépliées doit être menée.  

 

I.1.2.4. Rôles 

 

Les IDPs sont impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires. Dans cette partie 

je vais m’intéresser plus particulièrement aux IDPs impliquées dans la régulation de la 

transcription des gènes, dans le remodelage de la chromatine ainsi que dans la signalisation 

cellulaire. Je vais détailler plusieurs exemples de protéines en montrant leur impact dans les 

rôles biologiques précités.  
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I.1.2.4.1 Les protéines désordonnées impliquées dans la régulation de la 

transcription des gènes 

 

L’interaction du facteur de transcription HIF1- (Hypoxia Inducible Factor 1-) avec 

CBP/p300 est une bonne illustration de l’importance des régions désordonnées dans la 

régulation de la transcription des gènes. En effet, la protéine CREB Binding Protein (CBP) ainsi 

que son paralogue p300 sont des co-activateurs transcriptionnels. Ils possèdent une fonction 

histone-déacétylase leur conférant un rôle potentiel dans le remodelage de la chromatine 

mais également dans la modification de facteurs de transcription. Par ailleurs, ils possèdent la 

capacité d’agir comme chaperonne en recrutant un ensemble de protéines impliquées dans 

la machinerie de transcription. Le facteur de transcription HIF1- se lie au domaine TAZ1 de 

CBP/p300 et régule ainsi la réponse à l’hypoxie79. Le facteur HIF1- est désordonné lorsqu’il 

est sous forme libre. Lors de son interaction avec CBP, il adopte une structuration en hélice  

et s’enroule autour de CBP, créant ainsi une surface d’interaction de très grande taille, menant 

à une affinité très importante de 7 nM80,81, une affinité qui ne pourrait pas être atteinte si 

cette interaction était effectuée avec des protéines structurées de tailles similaires. Ce mode 

de liaison illustre parfaitement la compensation enthalpie-entropie caractéristique des 

protéines désordonnées.   

 

 

I.1.2.4.2 Les protéines désordonnées jouant un rôle dans le remodelage de la 

chromatine 

 

Les histones H1 sont impliquées dans la compaction de la chromatine. Elles se fixent à 

la surface externe du nucléosome, près du point d’entrée/sortie de l’ADN82. Les histones H1 

ont trois domaines distincts : un domaine N-terminal de 20 à 35 acides aminés, un domaine 

globulaire central d’environ 80 acides aminés ainsi qu’un long domaine C-terminal d’environ 

100 acides aminés83. Les domaines terminaux sont intrinsèquement désordonnés et se 

structurent lors de la liaison à l’ADN84–86. Le domaine C-terminal déplié de H1 est impliqué 

dans la condensation de la chromatine via son association à l’ADN et la neutralisation des 

charges situées sur l’ADN87. H1 est phosphorylée au cours du cycle cellulaire par des kinases 

dépendantes des cyclines (CDKs) sur des séquences consensus (S/T)-P-X-(K/R). Le niveau de 

phosphorylation est au plus bas en phase G1, puis augmente au cours des phases S et G2 pour 

être maximal en métaphase, ce niveau décroît ensuite rapidement88,89. La phosphorylation 

partielle du domaine C-terminal de H1 réduit considérablement la capacité de la chromatine 

à s’agréger et empêche ainsi la formation d’assemblages d’ordres supérieurs.  La 

phosphorylation complète permet de restaurer cette capacité. Ainsi H1 est peu phosphorylée 

en interphase avec une chromatine relâchée et est hyperphosphorylée durant la métaphase 

avec une chromatine condensée. Le phénomène menant à un relâchement de la chromatine 

peut s’expliquer par le fait qu’une phosphorylation partielle du domaine C-terminal déplié de 

H1 entraîne une augmentation de structure ainsi qu’une diminution des hélices  et des 

boucles (données de spectroscopie infra-rouge90). La diminution du potentiel électrostatique 
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du domaine C-terminal déplié de H1 proviendrait de sa structuration en feuillet . En effet, 

70% des lysines du domaine C-terminal de H1 sont en doublet qui seraient projetées dans des 

directions opposées dans le feuillet . Ceci entraînerait une diminution d’affinité lors de 

l’interaction avec l’ADN91, et donc une chromatine moins condensée.  

 

 

I.1.2.4.3 Protéines désordonnées impliquées dans la signalisation cellulaire 

 

La protéine p120 est un exemple de protéine jouant un rôle dans la signalisation 

cellulaire en intervenant dans l’adhésion cellule-cellule. En effet, p120 se lie à la queue 

désordonnée cytoplasmique des cadhérines92. La région cœur de la queue des cadhérines 

apporte la spécificité à cette interaction et se lie très fortement à p120 grâce à une interface 

structurée statique. Par contre, une région N-terminale flanquante interagit faiblement et de 

manière dynamique avec p120 en créant des fluctuations entre les états libre et lié. Si cette 

interaction dynamique contribue peu à l’affinité de la liaison, elle joue un rôle essentiel dans 

la détermination de l’avenir cellulaire des cadhérines en masquant un motif leucine-leucine 

qui est nécessaire pour démarrer l’internalisation par endocytose médiée par les clathrines.   

Un second exemple de protéines intrinsèquement désordonnées ayant une fonction 

de signalisation est celui des kinases RIP1 et RIP3 (pour Receptor Interacting Protein Kinase). 

Ces deux dernières s’assemblent pour former un complexe de signalisation requis pour la 

nécrose programmée qui est une fibrille amyloïde hétérodimérique93. La formation de cette 

fibrille est médiée par de courtes séquences amyloidogéniques RHIM (RIP homotypic 

interaction motif), situées dans des régions intrinsèquement désordonnées de RIP1 et RIP3. Il 

a été suggéré que les séquences RHIM sont cachées dans l’état inactif et deviennent exposées 

lors de la formation du nécrosome (sous forme de fibrille amyloïde), ce qui permet l’activation 

de ces kinases par phosphorylation93. 
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I.2. Enveloppe nucléaire 
 

Les cellules eucaryotes se différencient des cellules procaryotes par la présence d’un 

noyau. Le noyau a pour but de stocker l’information génétique et de la protéger. Il contient 

un ensemble de protéines formant les machineries de réplication des chromosomes, de 

compaction, de protection et de réparation de l’ADN ainsi que les complexes régulant la 

transcription des gènes. Habituellement, les cellules eucaryotes ne comportent qu’un seul 

noyau, cependant, les érythrocytes ne contiennent pas de noyau et les cellules musculaires 

en possèdent plusieurs. La séparation entre le noyau et le cytoplasme est réalisée par une 

double membrane appelée enveloppe nucléaire. Cette enveloppe (Figure 7) contient des 

complexes protéiques appelés pores nucléaires, permettant les échanges entre les milieux 

intra- et extranucléaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.2.1 Présentation générale de l’enveloppe nucléaire 
 

L’enveloppe nucléaire est composée de deux bicouches phospholipidiques appelées 

membranes nucléaires interne et externe ainsi que de nombreuses protéines associées à ces 

bicouches. L’enveloppe nucléaire interne qui va nous intéresser comporte différents types de 

protéines :  

- D’une part, les protéines composant les pores nucléaires qui traversent 

l’enveloppe nucléaire (Figures 7 et 8). Ces complexes facilitent les échanges de 

molécules entre le noyau et le cytoplasme.  

- D’autre part, les protéines ancrées à la membrane interne par un domaine 

transmembranaire (Figure 8). Parmi ces protéines, il existe les protéines à domaine 

LEM telles que LAP2 (pour Lamina-Associated Protein 2), émerine et MAN1.  

Figure 7 : Modèle de l’enveloppe nucléaire d’une cellule somatique de mammifères, construit à partir de données de 
cryoélectrotomographie94. Les membranes nucléaires externes et internes sont visibles en gris. Les pores nucléaires traversant 
l’enveloppe nucléaire sont représentés en bleu. Le réseau de lamines est représenté par des filaments noirs. Les domaines 
globulaires des lamines (IgFold) sont représentés par des points rouges. 
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- Enfin, un réseau de protéines qui tapisse l’enveloppe nucléaire interne (Figures 7 

et 8). Il est composé de protéines appelées lamines. Ces lamines peuvent être de 2 

types : type A et type B. Les lamines s’associent en dimères pour ensuite 

s’assembler en filaments protéiques d’environ 3 nm de diamètre (Figure 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Architecture de l'enveloppe nucléaire94. Les protéines SUN1/2 et nesprines s’associent dans l’espace périnucléaire 
pour créer un lien physique entre le cytosquelette (ici représenté par le microtubule et filament d’actine) et le nucléosquelette 
(formé par les lamines et aussi nommé lamina nucléaire). Les lamines tapissent la membrane interne du noyau et interagissent 
avec de nombreuses protéines ancrées à cette membrane, comme par exemple les protéines à domaine LEM (LAP2, Emerine, 
MAN1). Ces interactions sont stabilisées par la protéine BAF associée à l’ADN. 

 

La composition protéique de l’enveloppe nucléaire interne diffère selon le type 

cellulaire étudié. Si une partie des protéines contenant des domaines transmembranaires 

(NETs pour Nuclear Envelope Transmembrane) est ubiquitaire, une autre partie est spécifique 

du tissu considéré.  A ce jour, 200 NETs ont été découvertes suite à l’étude de trois types 

cellulaires différents via des méthodes de protéomique. 67 ont été mises en évidence chez 

des cellules de foie de rats95, 29 ont été trouvées chez des cellules musculaires squelettiques 

de rats96 et enfin 87 étaient présentes chez des leucocytes humains97. Au sein de ces NETs, 

certaines protéines possèdent d’importantes régions désordonnées. Je vais, dans la partie 

suivante, détailler les protéines NETs émerine (que j’ai étudiée lors de ma thèse) et SUN1 (qui 

est un partenaire de la région C-terminale de la lamine A, aussi étudiée au cours de ma thèse).  
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I.2.2 Les protéines ancrées à l’enveloppe nucléaire 
 

I.2.2.1. L’émerine 

 

L’émerine est codée par le gène EMD se trouvant sur le chromosome X. C’est une 

protéine de 254 acides aminés prédite comme étant majoritairement dépliée. Elle est 

ubiquitaire mais montre de forts niveaux d’expression dans les tissus musculaires cardiaques 

et squelettiques, plus particulièrement au niveau de la membrane nucléaire interne98. Elle 

contribue à l’interface entre le nucléosquelette et la chromatine, cependant, les fonctions de 

l’émerine sont difficilement identifiables car elle agit en collaboration avec de nombreuses 

autres protéines de l’enveloppe nucléaire interne. Notamment, dans les myoblastes, les 

fonctions de l’émerine se superposent à celles des autres protéines à domaine LEM comme 

MAN199. En revanche, l’absence d’émerine entraîne une pathologie musculaire et cardiaque : 

la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss (EDMD100). 

L’émerine comporte en N-terminal un domaine LEM (pour LAP2, Emerine, MAN1) 

allant des acides aminés 1 à 49101. La structure du domaine LEM de l’émerine a été résolue 

par Résonance Magnétique Nucléaire102, de plus, la structure de ce domaine en complexe avec 

la protéine BAF est également connue103 (Figure 9).  

 

 

 

 

 

 

Ce domaine est composé majoritairement de deux hélices  parallèles séparées par un 

fragment étendu (Figure 9). Après ce domaine, l’émerine comporte une grande région prédite 

comme intrinsèquement désordonnée ainsi qu’un domaine transmembranaire (résidus 223 à 

243) permettant son ancrage à la membrane nucléaire interne.  

Il a été montré que la protéine émerine intervient dans la réponse au stress mécanique 

via des événements de phosphorylation. En effet, une étude a été réalisée sur des noyaux 

isolés qui subissaient un stress mécanique via des pinces magnétiques poussant sur des billes 

recouvertes d’anticorps anti-nesprine 1. Après application d’impulsions successives sur ces 

noyaux, une diminution du déplacement engendré par ces impulsions a été observée. Ceci 

signifie que la résistance du noyau au stress mécanique augmente104. Il a été observé que 

plusieurs protéines nucléaires sont phosphorylées après application de ce stress mécanique. 

L’émerine est très fortement phosphorylée, et la mutation de 2 tyrosines phosphorylées (Y74 

Figure 9 : Structure du domaine LEM de l'émerine 
résolue par RMN103,104 . Ce domaine est composé d’un 
tour d’hélice de 3 résidus (bleu) suivi de deux hélices 
parallèles (verte et rouge) connectées par une longue 
région désordonnée (jaune).   
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et Y95) perturbe l’adaptation du noyau au stress mécanique. Enfin, il a été montré que la 

kinase Src est responsable de la phosphorylation de ces tyrosines dans ces conditions. 

Il a aussi été montré que l’émerine régule la voie de signalisation Wnt/-caténine. 

Cette voie de signalisation est impliquée dans le développement embryonnaire ainsi que dans 

le renouvellement des tissus adultes105. Elle passe par un cofacteur transcriptionnel appelé -

caténine. En l’absence de Wnt, la -caténine cytoplasmique subit une dégradation via le 

protéasome. En présence de Wnt, un complexe protéique contenant les protéines frizzled 

(une famille de récepteurs à protéines G106, mais également les protéines liées aux récepteurs 

de lipoprotéines LRP5 et 6107,108 est formé, qui entraîne l’accumulation de la -caténine, qui 

est alors transloquée dans le noyau pour se lier au facteur de transcription TCF (pour T Cell 

Factor) et induire l’expression de gènes cibles.  Bien que la formation d’un complexe 

trimérique entre Wnt et les récepteurs de la famille frizzled et LRP5/6 n’a pas été démontrée, 

leur expression en surface est nécessaire au déclenchement du signal Wnt. Des études 

récentes montrent l’implication de l’émerine dans la régulation du signal Wnt/-caténine. 

Premièrement, la -caténine se lie à un domaine APC-like (Adenomatous Polyposis Coli) de 

l’émerine (résidus 169-180), et la surexpression d’émerine fusionnée à la GFP dans des cellules 

HEK293 entraîne une accumulation cytoplasmique de -caténine et inhibe son activité. De la 

même manière, l’expression d’un mutant de l’émerine ne comportant pas le domaine APC-

like provoque une augmentation de la -caténine nucléaire ainsi que de son activité 

transcriptionnelle109. Deuxièmement, des fibroblastes n’exprimant pas d’émerine montrent 

une croissance augmentée ainsi qu’une accumulation nucléaire de la -caténine et une 

activité transcriptionnelle accrue109. Ainsi, l’interaction entre la-caténine et l’émerine 

pourrait inhiber la voie Wnt--caténine en restreignant l’accès de la -caténine au noyau.  

 

 

I.2.2.1.1 Auto-assemblage de l’émerine 

 

Il semble que les fonctions de l’émerine soient en partie médiées par son auto-

assemblage. Les détails moléculaires de cet auto-assemblage ont été analysés par l’équipe de 

K. Wilson. Un fragment d’émerine 1-221 a été immobilisé sur une colonne de nickel grâce à 

une étiquette histidine, et différents fragments d’émerine portant une étiquette GST ont été 

déposés sur cette colonne110. L’étiquette GST de l’émerine partenaire permettait de détecter 

l’interaction grâce à un western blot à l’aide d’un anticorps anti-GST. Deux modes 

d’assemblage ont ainsi été démontrés. L’un, médié par l’association des résidus 170-220 d’une 

molécule d’émerine avec cette même région d’une seconde molécule d’émerine, et l’autre, 

mettant en jeu les résidus 1-132 et 170-220 permettant ainsi une interaction intra-

moléculaire. Ces interactions émerine-émerine seraient potentiellement un moyen de 

moduler les contacts entre l’émerine et la protéine BAF associée à l’ADN, mais également son 

interaction avec les lamines. En effet, il est proposé que le domaine LEM puisse être en 

configuration « up » permettant à l’émerine d’interagir avec elle-même et/ou des partenaires 
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à l’enveloppe nucléaire tandis que la configuration « down » permettrait l’interaction du 

domaine LEM avec la protéine BAF110 (Figure 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Par ailleurs, au laboratoire, notre équipe a montré que le fragment d’émerine 1-187 

était capable de s’auto-assembler pour former des oligomères de grandes tailles assimilables 

à des filaments curvilinéaires d’un diamètre d’environ 10 nm111. La cinétique de formation de 

ces filaments a été suivie en utilisant la fluorescence de la thioflavine-T, une molécule capable 

de se lier à des structures en feuillets  et d’émettre un signal de fluorescence lorsqu’elle est 

excitée à une longueur d’onde spécifique. Cet assemblage sous forme de filaments a par la 

suite été validé par microscopie électronique à transmission (Figure 11).  

 

 

 

 

Figure 10 : Modulation du rôle du domaine LEM grâce à l'auto-assemblage de l'émerine111. (A) Modèle illustrant l’association 
intermoléculaire de la région 168-220 (région A R) ainsi que l’association de la région N-terminale comprenant le domaine LEM 
(noté L) avec les régions 168-186 (notée A) et 187-220 (notée R), en accord avec les résultats des figures 1 et 2 de Berk et al 
(2014)111. (B) Modèle illustrant l’association de la région AR d’une molécule d’émerine avec la région  L, la région 147-174 (notée 
S) et la région R d’une autre molécule d’émérine, en accord avec les résultats de la figure 7 de Berk et al (2014)111. La 
configuration « up » permet à l’émerine de s’auto-assembler et d’interagir avec des partenaires à l’enveloppe nucléaire. La 
configuration « down » permet à l’émerine d’interagir avec BAF via son domaine LEM. 

Figure 11 : L'émerine 1-187 (notée EmN) s’auto-
assemble pour former des filaments113. Ces images 
de microscopie électronique à transmission ont été 
obtenues à T = 0  et T = 1 semaine en utilisant 
comme agent de contraste l’acétate d’uranyl. La 

protéine était incubée à 293 K et 600 M. Les barres 
blanches représentent 100 nm. 
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I.2.2.1.2 Interaction émerine-BAF 

 

L’émerine réalise de nombreuses interactions ayant un rôle primordial dans 

l’assemblage de l’enveloppe nucléaire, sa structure et son interface avec la chromatine. Les 

régions nécessaires à son auto-assemblage sont essentielles à sa localisation à l’enveloppe 

nucléaire, ce qui suggère que l’auto-association de l’émerine régule sa localisation permettant 

l’interaction avec ses partenaires à l’enveloppe nucléaire110. L’émerine interagit avec les 

protéines SUN1, SUN2 et les nesprines, qui sont responsables de la connexion physique entre 

l’enveloppe nucléaire et le cytosquelette112. Il a été montré en particulier que le fragment 1-

221 de l’émerine interagit avec la région nucléoplasmique de SUN1 comprise entre les résidus 

223 et 302 (numérotation de SUN1 murin112). 

De plus, l’émerine contribue à l’interface entre l’enveloppe nucléaire et la chromatine 

par l’intermédiaire de son interaction avec la protéine BAF, qui lie l’ADN. En configuration 

« down », c’est-à-dire avec un domaine LEM libre, l’émerine est en lien avec la chromatine par 

l’établissement de contacts avec BAF110 (Figure 10). La structure du complexe du domaine LEM 

en interaction avec un dimère de BAF a été résolue par RMN103 (Figure 12). Cette interaction 

possède une constante de dissociation Kd = 0.6 M déterminée par ITC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’émerine est également capable de moduler les propriétés mécaniques du noyau en 

interagissant avec le réseau de lamines qui en est le principal élément régulateur. En effet, 

une étude a montré dès les années 2000 à partir d’expériences de double hybride en levure, 

que l’émerine se liait directement aux lamines A et C avec une préférence notable pour la 

lamine A113. Cette étude a révélé que les acides aminés 384-566 des lamines A/C étaient 

nécessaires à la liaison avec le fragment de l’émerine 1-221. De plus, la préférence de 

l’émerine pour la lamine A suggérait une influence de la région 567-646, spécifique de la 

lamine A, sur l’interaction.  Enfin, il a été montré que la protéine BAF était capable de favoriser 

l’interaction entre l’émerine et la lamine A114. 

 

 

Figure 12 : Structure du domaine LEM de 
l'émerine lié à un dimère de BAF (code PDB : 
2ODG). Le domaine LEM de l’émerine est 
représenté en rouge, le dimère de BAF, en bleu104. 
Le fragment étendu du domaine LEM situé entre 

ses 2 grandes hélices  constitue le site majeur 
d’interaction avec le dimère de BAF. L’interaction 
se fait au niveau de l’interface entre les 2 
monomères de BAF. 
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I.2.2.2. SUN1 et le complexe LINC 

 

La protéine SUN1 ainsi que son paralogue SUN2 font partie des protéines à domaine 

SUN (Sad1/UNC-84). SUN1 participe à un complexe faisant le lien physique entre le 

nucléosquelette et le cytosquelette, il s’agit du complexe LINC (LInkers for Nucleoskeleton and 

Cytoskeleton). Ce complexe est chargé de transmettre les informations mécaniques du 

cytoplasme au noyau115. La réponse aux stress mécaniques est primordiale pour de 

nombreuses fonctions cellulaires telles que la migration ou encore la différenciation cellulaire. 

Le complexe LINC joue un rôle important dans le positionnement du noyau dans la cellule en 

partie grâce à son interaction avec le réseau de filaments d’actine116. Les protéines à domaine 

SUN composent la partie interne du complexe LINC et sont ancrées à la membrane nucléaire 

interne. Leur région N-terminale nucléoplasmique est prédite comme déstructurée et 

contient une région riche en sérines. Leur région C-terminale se situe entre les deux 

membranes nucléaires, et contient deux régions coiled-coil entourées de régions 

désordonnées, ainsi qu’un domaine SUN.  

 

I.2.2.2.1 Auto-assemblage des protéines à domaine SUN et interaction avec 

les protéines à domaine KASH 

 

Les protéines à domaine SUN s’auto-

assemblent par leur domaine SUN sous forme 

de trimères (Figure 13), afin de pouvoir 

interagir avec le domaine KASH 

(Klarsicht/ANC-1/SYNE homology) des 

nesprines dans l’espace entre les deux 

membranes nucléaires. La structure du 

trimère de SUN2 en interaction avec un 

peptide KASH a été résolue par 

cristallographie117,118. Dans cette structure, le 

trimère de SUN2 est capable d’interagir avec 

trois peptides KASH et chaque peptide KASH 

se fixe dans un sillon formé par deux 

domaines SUN. L’interaction SUN2/KASH est 

stabilisée par un pont disulfure reliant le 

domaine SUN au fragment KASH. Il est à noter 

que l’interaction entre la protéine SUN2 et le 

domaine KASH requiert à la fois le domaine 

coiled-coil de SUN2 (donc la région 335-717) 

mais également le domaine SUN car l’absence 

de l’une de ces deux régions ne permet pas 

d’observer l’interaction117.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Modèle de 

l’activation de SUN2 pour la 

liaison de KASH dans 

l’espace péri-nucléaire. La 

trimérisation de SUN2 est 

régulée par les domaines 

coiled-coil 1 et 2 (CC1 et 

CC2 respectivement) 120. La 

structure de SUN2 inactive, 

avec une région CC2 

globulaire, est basée sur la 

structure de SUN2 murin 

(5ED8) ; la structure de 

SUN2 active, avec une 

région CC2 allongée, est 

basée sur la structure de 

SUN2 homotrimérique 

humain (4DXT). 
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Une seconde structure a été résolue chez la souris avec un fragment plus long de SUN2 

contenant deux hélices supplémentaires. Dans cette structure, le motif d’interaction avec 

KASH s’insère dans un fagot de trois hélices maintenant ainsi le domaine SUN monomérique 

et ne permettant pas son interaction avec le peptide KASH. SUN2 peut donc prendre une 

forme monomérique inactive mais également une forme trimérique active (Figure 13). 

Au contraire de SUN2, SUN1 a peu été étudiée par des méthodes de biologie 

structurale. L’analyse du mode d’oligomérisation de SUN1 par des méthodes de gel natif ou 

par « crosslinking » suivi de gel SDS-PAGE a montré que l’auto-assemblage de SUN1 ne semble 

pas être limité à un trimère. En effet, il semble que l’assemblage du domaine coiled-coil mais 

également les ponts disulfures inter-chaines soient capables d’entrainer la formation 

d’oligomères de taille plus conséquente119. Une étude combinant des approches 

bioinformatiques de simulation en dynamique moléculaire ainsi que de docking réalisés à 

partir d’un modèle par homologie basé sur la structure de SUN2, soutient l’hypothèse selon 

laquelle la région C-terminale de SUN1 est capable de trimériser120. Cette région de SUN1 

serait aussi capable de former des interactions latérales trimère-trimère120–122. Cette 

association de trimères de SUN1 permettrait la formation de clusters de quatre trimères au 

sein de l’enveloppe nucléaire. Récemment, l’état oligomérique des régions C-terminales des 

protéines SUN1 et SUN2 a été mesuré par spectroscopie de fluctuation de fluorescence dans 

des cellules U2OS123. Les protéines SUN2 ont été observées en équilibre entre monomère et 

trimère, alors que les protéines SUN1 ont été observées soit en 

monomère/dimère/tétramère, soit en monomère/trimère/hexamère.  

 

 

I.2.2.2.2 Interaction entre SUN1 et la lamine A 

 

Des expériences de double hybride en levure ont été réalisées en utilisant le domaine 

C-terminal de la lamine A comme proie et en faisant une recherche systématique de 

partenaires. Ainsi, la protéine SUN1 a été identifiée comme un partenaire de la lamine A124. 

Pour confirmer cette capacité de SUN1 à lier la lamine A, des immunoprécipitations ont été 

effectuées. Des cellules U2OS ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour la 

protéine SUN1 liée à une étiquette HA et la GFP d’une part ou la GFP-lamine A d’autre part. 

Des anticorps anti-HA ont ensuite été utilisés et ont été capable de co-immoprécipiter GFP-

lamine A mais pas la GFP seule. Par la suite, des expériences de pulldown réalisées à l’aide de 

deux constructions de SUN1 possédant une étiquette MBP (résidus 1-355 ou 450-913) avec 

laquelle la lamine A marquée au 35S (transcrite-traduite in vitro) a été incubée, ont montré 

que la région N-terminale de SUN1 était responsable de l’interaction avec la lamine A (Figure 

14). Une expérience inverse mettant en jeu le domaine C-terminal de la lamine A (résidus 389-

664) fusionné à la GST et la région N-terminale de SUN1 n’a montré qu’une faible liaison des 

deux partenaires, suggérant la nécessité d’une région contenue dans le domaine tête ou 

coiled-coil de la lamine A pour une interaction optimale (ou un effet des étiquettes qui 
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diffèrent entre les 2 expériences). Par ailleurs, des essais ont également été effectués sur la 

lamine C ainsi que sur la lamine B et n’ont montré aucune interaction entre SUN1 et ces 

dernières. L’interaction SUN1-lamine semble donc être spécifique à la lamine A, ce qui suggère 

un rôle prépondérant de la région C-terminale de la lamine A dans l’interaction avec SUN1.  

 

Figure 14 : SUN1 interagit via son domaine N-terminal à la lamine A spécifiquement124. (A) Constructions de SUN1 utilisées 
pour les pulldowns. (B) Coimmunoprecipitation de HA-SUN1 avec GFP-lamine A ou GFP. (C) Pulldowns entre la région N-
terminale ou C-terminale de SUN1 étiquetée avec la MBP et la lamine A marquée au 35S. (D) Pulldowns entre MBP-SUN1 et les 
différents types de lamines produites par traduction in vitro. Les protéines liées sont révélées par autoradiographie. 

 

 

I.3. La Lamina nucléaire 
 

La lamina nucléaire est un réseau de filaments protéiques situé dans le noyau et 

soulignant la membrane nucléaire interne, elle est présente chez tous les métazoaires. Elle se 

compose de différentes protéines appelées lamines. Les lamines peuvent être classées en 

deux catégories : les lamines de type A, comportant la lamine A et la lamine C, ainsi que les 

lamines de type B comportant les lamines B1 et B2. La plupart des métazoaires ne comportent 

que des lamines de type B tandis que les vertébrés comportent des lamines de type A et de 

type B125. Les lamines font partie des filaments intermédiaires de type V, elles s’associent en 

formant des filaments tétramériques d’une épaisseur de 3.5 nm comme le montre une récente 

étude réalisée par cryo-électrotomographie126. Les lamines de type B sont farnésylées et 

ancrées à la membrane nucléaire127 tandis que les lamines de type A matures, qui ne sont plus 

farnésylées, interagissent avec les lamines B, et se trouvent le long de l’enveloppe nucléaire 

mais également dans le nucléoplasme. Bien que les lamines A et B puissent interagir entre 

elles, il apparait que les lamines préfèrent former des réseaux filamentaires indépendants qui 



39 
 

restent en contact entre eux128. Enfin, ce réseau filamentaire se désassemble de manière 

réversible durant la mitose129.  

 

 

I.3.1 La lamine A 
 

La lamine A est codée par le gène LMNA qui par épissage alternatif peut coder pour la 

lamine A, la lamine A10, la lamine C ou encore la lamine C2. La lamine A est produite sous 

forme de prélamine A et a besoin de plusieurs étapes pour donner la lamine A mature (Figure 

15). En effet, la lamine A possède un motif CAAX, c’est-à-dire une cystéine suivie de deux 

résidus aliphatiques et enfin d’un résidu aléatoire. Le motif CAAX subit une étape de 

farnésylation sur la cystéine. Il s’agit d’une réaction catalysant l’ajout d’un groupement 

farnésyl à partir d’un précurseur présent naturellement dans la cellule : le 

farnésylpyrophosphate. Cette réaction est effectuée par une farnésyl-transférase. Le motif 

CAAX est ensuite clivé pour ne laisser que la cystéine. Ensuite, une étape de 

carboxyméthylation est réalisée au niveau de la cystéine C-terminale grâce à la protéine Icmt 

pour isoprénylcystéine carboxyméthyl-transférase. Enfin, la protéine Zmpste24 clive les 15 

derniers acides aminés comprenant les groupements carboxyméthyl et farnésyl pour former 

la lamine A mature. La structure de l’enzyme Zmpste24 en complexe avec le domaine CSIM C-

terminal de la lamine A a d’ailleurs été résolue par cristallographie130.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Etapes de maturation des lamines (d’après Dechat et al., 2008). (A) Schéma représentant la structure d’une 
lamine. Le domaine coiled-coil est indiqué en rouge et le domaine IgFold est représenté en bleu. Le signal de translocation 
nucléaire est indiqué en gris (NLS). Le motif de farnésylation est en vert. (B) La prélamine A subit plusieurs modifications 
chimiques. Elle est farnésylée, ses 3 derniers résidus sont coupés, puis elle est carboxyméthylée. Enfin,  l’enzyme Zmpste24 
ôte ses 15 derniers résidus. Cette dernière coupure est essentielle car elle retire les modifications post-traductionnelles 
pour donner la lamine A mature. (C) Représentation schématique des différents produits de maturation des lamines. La 
lamine C ne possède pas le site de farnésylation. Les lamines B1 et B2 restent constitutivement farnésylées. 
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I.3.1.1. Structure 

 

Comme toutes les lamines, la lamine A possède une région N-terminale dépliée de 24 

résidus, aussi appelée « région tête », suivie d’un domaine de type coiled-coil (ou superhélice 

) composé des fragments Coil 1 et Coil 2 et enfin, une région C-terminale appelée « région 

queue » composée à la fois d’un domaine globulaire de type immunoglobuline (IgFold) et d’un 

fragment C-terminal déplié. Elle peut s’associer en dimères parallèles grâce à ses domaines 

Coil 1 et Coil 2131 (Figure 16). Dans le cas des lamines A et C, les structures 3D des domaines 

Coil 2 et IgFold sont connues132–134.   

 

 

 

 

 

 

 

Les dimères de lamine A peuvent 

alors s’associer de manière parallèle à 

travers des interactions queue-tête. Puis 

ces oligomères s’assemblent latéralement 

de manière antiparallèle pour former un 

filament de lamines. Ces filaments ont été 

récemment caractérisés par cryo-

tomographie au sein de noyaux purifiés 

dont la chromatine avait été 

préalablement digérée126 (Figure 17). Leur 

diamètre est d’environ 3.5 nm. Les 

domaines Igfold se trouvent distribués 

tous les 20 nm sur les filaments. Ces 

filaments forment le réseau de lamines A, 

qui interagit avec le réseau de lamines B.  

Figure 16 : Représentation schématique du dimère de prélamine A130. Le dimère de prélamine A s’assemble en formant 

des structures de type hélice super enroulée ou super hélice  ou encore coiled-coil (notées ici Coil 1A, Coil 1B et Coil 2). 
Les extrémités N-terminales et C-terminales sont essentiellement désordonnées. Cependant, dans la région C-terminale 
se trouve le domaine globulaire au repliement de type immunoglobuline (noté Ig domain ici ou IgFold dans la thèse). 

Figure 17 : Illustration de l’assemblage des dimères de 
lamines en filaments134. (Haut) Filaments observés par 
cryo-tomographie électronique. (Bas) Voie d’assemblage 
proposée. Les régions en coiled coil sont en grises, les 
domaines Igfold sont en rouge. 
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I.3.1.2. Fonctions 

 

I.3.1.2.1 Rôles de la lamine A dans la signalisation cellulaire 

 

La lamine A et ses protéines associées sont impliquées dans un grand nombre 

d’interactions influant sur la transduction de divers signaux cellulaires. En particulier, il semble 

que les protéines de l’enveloppe nucléaire soient des régulateurs de l’activité d’acteurs de la 

voie des MAP (Mitogen Activated Protein) kinases.  

En effet, des cellules exprimant un mutant de la lamine A H222P, utilisé comme modèle 

pour décrire la cardiomyopathie dilatée due à un défaut de lamine A, montrent une activité 

anormalement élevée de ERK et JNK dans ces cellules135. De la même manière, une 

hyperactivité de ERK1/2 est également observée dans les cellules cardiaques de souris 

déficientes en émerine136. Ces résultats concordent avec une observation faite à partir de 

fibroblastes de patients EDMD ou atteints de cardiomyopathie dilatée possédant des 

mutations faux-sens de la lamine A137. Ces cellules montrent des fonctions altérées de ERK1/2 

entraînant un retard de l’activation d’ERK1/2 suivi d’une hyperactivation de la kinase. Ces 

effets entraînent une augmentation de la prolifération, une migration élevée ainsi que des 

défauts de polarisation. Il a été montré récemment que ERK1/2 interagit avec la lamine A et 

colocalise avec des facteurs de transcription à l’enveloppe nucléaire138 (Figure 18). Ceci 

suggère que l’enveloppe nucléaire module directement l’activité d’ERK1/2 et que des 

altérations de la lamine A pourraient perturber l’enveloppe nucléaire pour affecter 

directement ce processus.  

I.3.1.2.2 Implications de la lamine A dans la régulation de la transcription 

 

La lamine A interagit directement avec plusieurs régulateurs de la transcription comme 

c-Fos, Rb, SREBP1139 et influence ainsi la transcription de gènes. La lamine A se lie par exemple 

à son partenaire LAP2 et ce complexe s’associe avec des séquences promotrices 

dépendantes de E2F par l’intermédiaire de Rb. Ceci conduit à la répression de l’expression des 

gènes cibles de E2F. Les cellules qui n’expriment pas de lamine A prolifèrent de manière accrue 

et montrent un défaut d’arrêt de cycle dépendant de TGF- du fait d’une perte de stabilité 

et/ou un défaut de phosphorylation de Rb140,141. Ainsi le complexe lamine A / LAP2 pourrait 

contrôler l’équilibre entre prolifération et différenciation dans les cellules souches adultes, 

essentiel pour assurer la régénération des tissus. La lamine A réprime aussi l’activité de AP-1, 

qui est impliqué dans l’arrêt du cycle et la différenciation, en séquestrant c-Fos à l’enveloppe 

nucléaire et en interférant de ce fait avec l’hétérodimérisation c-Fos / c-Jun et la liaison d’AP-

1 à l’ADN142 (Figure 18). De la même façon, la liaison de SREBP1 à la lamina contribue à retenir 

SREBP1 à l’enveloppe nucléaire, ce qui inhibe l’expression de ses gènes cibles comme PPAR-, 

nécessaire à la différenciation des adipocytes143. Ces interactions entre lamine A et facteurs 
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de transcription participent ainsi également au contrôle de l’équilibre entre prolifération et 

différenciation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.3.1.2.3 Rôle de la lamine A dans le remodelage de la chromatine et le 

maintien de la structure du noyau 

 

La lamine A joue un rôle important dans le contrôle de l’expression des gènes de par 

son implication dans l’organisation et la régulation de la structure de la chromatine. Cette 

hypothèse est renforcée par des études montrant que la lamine A lie l’ADN, les histones, la 

protéine BAF associée à l’ADN et aux histones, ou encore les protéines à domaine LEM qui 

elles-mêmes lient BAF associée à l’ADN et aux histones139,144,145. 

Il a été montré que des protéines de l’enveloppe nucléaire relient mécaniquement le 

nucléosquelette et le cytosquelette via la formation du complexe LINC146. Ce complexe 

interagit avec les lamines et l’émerine147, ce qui contribue au positionnement du noyau ainsi 

qu’à la réponse du noyau aux stress mécaniques.  

Une étude récente a montré que la lamine A/C pouvait induire la formation de câbles 

apicaux d’actine périnucléaires, responsables de la protection du noyau contre les stress 

mécaniques exogènes148. En effet, lorsque les cellules ne possèdent pas de lamine A/C, elles 

ne comportent pas de câbles apicaux d’actine. Ces câbles apicaux d’actine sont connectés à 

l’enveloppe nucléaire par le complexe LINC149. Une telle connexion physique permet la 

transduction d’un signal entre le cytoplasme et le noyau. La lamine A/C contribue à la 

formation rapide de ces câbles apicaux d’actine, permettant une résistance accrue aux stress 

mécaniques et empêchant une déformation importante du noyau150.  

 

Figure 18 : Régulation de l'activité d'AP-1 via l'interaction entre la lamine A et ERK1/2144.  
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 Enfin, des expériences de double-hybride en levure ont montré que la titine, une 

protéine sarcomérique donnant son élasticité au muscle strié151 et participant à la dynamique 

des chromosomes, l’expression des gènes et la prolifération cellulaire152–154, était en 

interaction avec les lamines de type A et B153. La surexpression du domaine de la titine liant 

les lamines (M-is7) semble délétère et entraîne l’apparition de hernies sur les noyaux de 

cellules HeLa et donc une structure nucléaire aberrante.  

 

I.3.1.3. Modifications post-traductionnelles 

 

I.3.1.3.1 Régulation de la lamine A par phosphorylation 

 

Les lamines A forment des homodimères, qui s’assemblent ensuite pour former des 

filaments. Durant la mitose, ce réseau de lamines A se désassemble. Les régions tête et queue 

des lamines contiennent deux motifs de phosphorylation très conservés qui régulent le 

désassemblage des lamines chez la plupart des métazoés155. Le domaine tête des lamines, très 

conservé au cours de l’évolution, est phosphorylé par la kinase CDK1 sur la sérine 22 chez la 

lamine A humaine156. Cette phosphorylation n’empêche pas l’association de la lamine A en 

dimères mais bloque l’assemblage des dimères de lamines A en complexes « tête à queue ». 

La kinase CDK1 cible aussi, à l’extrémité opposée du domaine coiled-coil, la sérine 392 de la 

lamine A humaine156. Cette phosphorylation permet de la même façon la dépolymérisation du 

réseau de lamines A157. Enfin, la phosphorylation de la sérine 525 dans le domaine Igfold 

pourrait réguler soit l’assemblage de la lamina, soit son interaction avec la chromatine157,158. 

Une autre étude a criblé, par spectrométrie de masse, les sites de phosphorylation 

retrouvés de manière majoritaire au sein de la lamine A lors de l’interphase. Ainsi, 20 sites de 

phosphorylation ont pu être identifiés, tous contenus dans 3 régions spécifiques : les régions 

tête 3-22, début de queue 390-426, puis fin de queue avec la sérine 458 dans l’Igfold et les 

sérines 628, 636 et 652 dans la région spécifique à la lamine A159. Les sérines cibles de Cdk1 et 

régulant l’assemblage des lamines sont retrouvées dans cette étude. Les sérines 403 et 404, 

situées à côté du signal de localisation nucléaire, sont également détectées : elles régulent le 

transport au noyau des lamines157. Pour aller plus loin, les auteurs ont produit des mutants 

possédants soit des mutations phospho-mimétiques, soit des mutations ne permettant plus à 

la phosphorylation de se faire et les ont exprimés dans des cellules HeLa. Ils ont mis en 

évidence que les sérines 22 et 392 étaient également phosphorylées en interphase, ce qui est 

surprenant compte tenu du fait que ces modifications post-traductionnelles avaient été 

identifiées durant la mitose. Cependant, ces phosphorylations pourraient réguler la quantité 

de lamine A nucléoplasmique en interphase également. En effet, le mutant S22D entraîne une 

localisation nucléoplasmique de la lamine A, et le mutant S392A présente le même effet mais 

à un degré inférieur.  

Enfin, il est intéressant de noter que cette étude met en évidence des sites de 

phosphorylation situés dans des régions qui permettent l’interaction entre la lamine et des 
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facteurs associés à la chromatine tels que SREBP1 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein 

1), Mok2 (Mouse Krüppel-like 2) ou encore PCNA 160–162. Enfin, il est connu que l’interaction 

entre la lamine A et LAP2 permet de réguler l’activité du facteur pRB, très important dans le 

cycle cellulaire163,164. Il semble que la phosphorylation de la lamine soit un bon candidat pour 

la régulation de l’interaction de la lamine A avec LAP2 et donc un modulateur potentiel de 

l’activité de pRB.  

 

 

I.3.1.3.2 La farnésylation de la lamine A 

 

Au cours de sa maturation, la lamine A, qui est synthétisée sous forme de prélamine A, 

va subir une modification post-traductionnelle particulière : la farnésylation. Cette étape 

consiste en l’ajout d’un groupement farnésylpyrophosphate (Figure 19), grâce à une 

farnésyltransférase.  

 

Figure 19 : Représentation topologique de la molécule de farnésylpyrophosphate 

 

Cette farnésylation confère à la lamine A des propriétés chimiques spécifiques. En 

particulier, elle permet son ancrage à la membrane165. Une fois le dernier clivage effectué, la 

lamine A mature est libérée dans le nucléoplasme. Le site de farnésylation est nécessaire pour 

la fonction de la lamine A. En effet, l’expression d’une lamine A tronquée de son motif CAAX 

cause des agrégats nucléaires de lamine A tronquée et perturbe la distribution de la lamine 

A/C endogène166. Une étude récente a proposé un mécanisme selon lequel la farnésylation de 

la lamine permettrait d’empêcher la phosphorylation de la sérine 22, modification nécessaire 

pour la translocation de la lamine A vers le nucléoplasme167. Une mutation de la lamine A 

G608G entraîne la production d’une lamine A possédant une délétion de 50 acides aminés et 

restant constitutivement farnésylée, la progérine. L’accumulation de ce mutant entraîne la 

survenue d’un syndrome de vieillissement accéléré qui sera décrit dans une partie ultérieure. 

Si ce mutant reste farnésylé, le fait qu’il ne puisse pas être phosphorylé le maintiendrait à la 

membrane. Ainsi, le mutant progérine aurait un défaut de localisation et empêcherait la 

réalisation des fonctions de la protéine au sein du nucléoplasme. De manière intéressante, la 

phosphorylation sur la sérine 22 peut être réalisée sur la progérine en présence d’inhibiteurs 

de farnésyltransférase ou pour un mutant de la progérine non farnésylable167. La progérine 

ayant ainsi subi une phosphorylation sur la sérine 22 forme des gouttelettes intranucléaires 

qui retiennent aussi la lamine A/C endogène167 (Figure 20 ). Ainsi, un nouveau modèle est 

proposé, selon lequel la défarnésylation de la prélamine A / progérine facilite la 

phosphorylation de la sérine 22 et la translocation de la lamine A / progérine dans le 

nucléoplasme. Un défaut de défarnésylation entraine un défaut de phosphorylation de la 
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sérine 22 et de translocation dans le nucléoplasme. Cependant, empêcher la farnésylation de 

la prélamine A / progérine cause aussi des dysfonctionnements cellulaires. Cela favorise 

l’accumulation nucléoplasmique de la prélamine A / progérine. La lamine mature reste à 

l’enveloppe nucléaire après défarnésylation à cause des contacts tête-queue entre les dimères 

de lamine A (et probablement aussi en partie à cause d’interactions avec d’autres protéines 

de l’enveloppe nucléaire). Si l’on déstabilise ces contacts, par exemple avec la mutation R50P, 

alors une absence de farnésylation a un impact encore plus grand. Il a été montré que la 

progérine forme dans ce cas des agrégats ressemblants à des goutelettes lipidiques, qui 

rappellent les transitions de phase observées avec des protéines possédant des régions de 

faible complexité167. Cette progérine est alors fortement phosphorylée sur sa sérine 22, ce qui 

augmente sa vitesse de dégradation.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les prélamine A et progérine farnésylées ont aussi des partenaires différents de la 

lamine A/C mature dans la cellule. Une recherche systématique par double hybride en levure 

menée par l’équipe du Dr. Tom Misteli a permis de cartographier, parmi 41 fragments de 

lamine A, ceux qui interagissaient avec le plus grand nombre de partenaires168. Cette équipe 

a ainsi identifié 337 partenaires de la lamine A.  Parmi ces 337 partenaires, 61 sont spécifiques 

de la lamine A mature (1-646), 225 sont spécifiques de la progérine et 51 interagissent avec 

les deux formes. De manière intéressante, le mutant de la lamine A C661S qui empêche la 

farnésylation empêche toute interaction avec les partenaires de la progérine. Ceci permet de 

poser l’hypothèse de l’importance de la farnésylation dans ces interactions. Cette hypothèse 

est renforcée par le fait que le mutant K647C, qui est une prélamine A constitutivement 

Figure 20 : Localisation cellulaire de 
la progérine et la progérine non 
farnésylée (CS)168. (A) Constructions 
transfectées dans les cellules U-2 
OS. (B-C) Immunofluorescence 
après transfection avec les 
différentes constructions de 
progérine. (D) Immunofluorescence 
après transfection avec les  
constructions ProgerinCS et 
PrelaminA, révélant que la 
progérine non farnésylée entraine 
la lamine A/C dans les goutelettes 
nucléoplasmiques. 
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farnésylée, permet à cette prélamine d’interagir avec 75% des partenaires de la progérine. La 

farnésylation semble donc être la clé des interactions entre les prélamine A et progérine 

farnésylées et leurs partenaires.  

 

Enfin, il a été montré que la farnésylation régule spécifiquement l’interaction entre la 

lamine A et la protéine SUN1. Une première étude a étudié par des méthodes de pull-downs 

cette interaction. Elle a montré que la lamine A est capable de se lier à SUN1 (1-355) mais pas 

la progérine112. Ceci indique que les 50 résidus absents chez la progérine sont importants pour 

l’interaction. Cette étude n’a cependant pas pris en compte l’effet de la farnésylation puisque 

les lamines A utilisées pour les pull-downs étaient produites par transcription-traduction in 

vitro.  

 Une seconde étude s’est intéressée à l’impact de la farnésylation sur cette 

interaction169. Dans cette étude, des co-immunoprécipitations entre différents mutants de la 

lamine A et SUN1 ont été réalisées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il s’avère que la lamine A farnésylée ainsi que la progérine sont capables de se lier à 

SUN1. De plus, il apparait que la lamine A farnésylée lie plus fortement SUN1 que la lamine 

mature, c’est-à-dire sans son groupement farnésyl (Figure 21A). Par ailleurs, l’incubation de 

cellules avec des concentrations croissantes d’inhibiteurs de farnésyl-transférase, permettant 

d’empêcher la farnésylation de la progérine, réduit fortement l’interaction de la progérine 

avec SUN1 (Figure 21B). La farnésylation semble donc jouer un rôle primordial dans 

l’interaction de la lamine A (ou la progérine) avec SUN1.  

 

 

Figure 21 : SUN1 lie la lamine A farnésylée ainsi que la progérine farnésylée169. (A) Représentation schématique des 
constructions utilisées pour les études de co-immunoprécipitation avec SUN1. Le résultat de ces co-immunoprécipitations est 
représenté sur la droite. (B) Co-immunoprécipitations entre la progérine et SUN1 réalisées en présence de concentrations 
croissantes d’inhibiteurs de farnésyl-transférase, montrant l’importance de la farnésylation dans l’interaction. 
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I.3.2 Les pathologies associées à l’émerine, SUN1/2 et la lamine 

A/C 
 

Comme déjà rapidement évoqué dans les paragraphes précédents, les gènes codant 

pour l’émerine, SUN1/2 et la lamine A/C sont mutés chez un grand nombre de patients atteints 

de diverses maladies génétiques. Ce lien a même été à l’origine de la découverte du gène de 

l’émerine (STA ou EMD), qui a été identifié par cartographie génétique100 de la dystrophie 

récessive d’Emery-Dreifuss liée à l’X170 (X-EDMD). Cette pathologie est caractérisée par des 

contractures des tendons, une perte progressive lente, ainsi qu’un affaiblissement des 

muscles squelettiques, une cardiomyopathie avec des défauts potentiellement létaux du 

système de conduction ventriculaire qui peuvent entraîner des arrêts cardiaques soudains171. 

L’émerine a par la suite été catégorisée dans les protéines de l’enveloppe nucléaire98 et 

classée parmi les protéines entraînant des laminopathies, des pathologies dues à des 

mutations des lamines ou des protéines en interaction avec les lamines, ou encore des 

envelopathies, des pathologies causées par des mutations des protéines de l’enveloppe 

nucléaire172,173. L’émerine étant présente dans tous les tissus, le fait que seul les muscles striés 

soient principalement touchés par la maladie suggère une superposition de fonction avec une 

autre protéine, sans doute à domaine LEM également comme Lem2, qui soit capable de 

complémenter les fonctions de l’émerine dans la plupart des tissus99.  

Certaines laminopathies sont caractérisées par des altérations du tissu adipeux. Dans 

la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss, les myocytes squelettiques et les cardiomyocytes 

sont progressivement remplacés par du tissu adipeux fibreux. Ces altérations pourraient être 

dues à une collaboration entre l’émerine, la voie Wnt--caténine, et le récepteur  activé par 

les proliférateurs des peroxysomes (PPAR-). L’adipogénèse est réprimée via l’inhibition PPAR-

 dépendante de la voie Wnt--caténine174. Cette répression passe par la dégradation de la 

-caténine par le protéasome175. L’émerine et la -caténine influencent mutuellement leur 

niveau d’expression lors de l’adipogénèse. De plus, en présence de -caténine activée, des 

fibroblastes n’exprimant pas d’émerine montrent un signal dépendant de PPAR- anormal et 

une adipogénèse augmentée, ce qui est rétabli lorsque les cellules ont été transfectées avec 

des siRNA spécifiques de la -caténine176. 

La protéine SUN1 a été impliquée dans de nombreuses pathologies. SUN1, ainsi que 

SUN2, sont mutées chez des patients atteints d’EDMD ou autres myopathies similaires. Ces 

mutations (SUN1 G68D, G338S, W377C ; SUN2 R620C et E438D) affectent le positionnement 

du noyau dans des fibroblastes, confirmant le défaut de fonction du complexe LINC qui 

connecte le cytosquelette au noyau177. De plus, des myotubes portant des mutations 

hétérozygotes de SUN1 montrent un défaut d’organisation, accompagné d’un défaut de 

recrutement des marqueurs centrosomaux à l’enveloppe nucléaire ainsi qu’un défaut lors de 

la nucléation des microtubules à l’enveloppe nucléaire177. Une étude de 2015 a aussi montré 

la participation des protéines SUN1 et SUN2 dans le développement de l’ataxie cérébrale post-
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natale chez des souris178. Les souris ne possédant pas SUN1 montraient une remarquable 

diminution du volume cérébral, phénotype qui était exacerbé lorsque les souris n’exprimaient 

pas non plus SUN2. Enfin, l’accumulation de SUN1 a été détectée dans des syndromes de type 

progéria. Des souris exprimant le gène Lmna9 (entraînant une progéria), mais n’exprimant 

pas la protéine SUN1 montraient un phénotype très réduit de la pathologie avec des tissus 

moins affectés et une longévité accrue. L’accumulation de SUN1 est donc corrélée aux 

syndromes de vieillissement accélérés de type progéria179. 

 

Le gène LMNA est le siège de nombreuses mutations entraînant des pathologies, et est 

très étudié par la communauté scientifique. A ce jour, plus de 400 mutations ont été recensées 

(Figure 22). Certaines de ces mutations se situent dans la région commune à la lamine A et la 

lamine C tandis que d’autres sont spécifiques à la lamine A. Les pathologies engendrées par 

ces mutations sont regroupées sous le terme de laminopathies. Parmi ces laminopathies, on 

retrouve la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss (EDMD), la dystrophie musculaire des 

ceinture de type 1B, la cardiomyopathie dilatée (DCM), la maladie autosomale récessive de 

Charcot-Marie-Tooth (CMT), la lipodystrophie partielle familiale de type Dunnigan (FPLD), des 

dysplasies mandibuloacrale avec lipodystrophie de type A (MADA), des syndromes de 

vieillissement prématuré et notamment le syndrome de Hutchison-Gilford progeria (qui sera 

détaillé dans la partie suivante),  et enfin des dermopathies restrictives180.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 22 : Mutations des lamines et laminopathies181. 
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Les mutations causant ces pathologies peuvent affecter des tissus multiples ou être 

tissu-spécifiques. Bien que ces mutations puissent engendrer un grand nombre de 

pathologies, de nombreuses similarités peuvent être mises en évidence et permettent de 

regrouper les laminopathies en quatre groupes181 :  

- Les atteintes des muscles striés 

- Les lipodystrophies 

- Les neuropathies périphériques 

- Les syndromes de vieillissement accélérés 

Ayant travaillé lors de ma thèse sur la région C-terminale de la lamine A, je vais ici me 

focaliser sur les syndromes de vieillissement accéléré dont une majorité sont associés avec 

cette région de la lamine A (Figure 22). Je présenterai tout d’abord le syndrome le mieux 

décrit, la progéria autosomale dominante d’Hutchinson-Gilford, puis je détaillerai un 

ensemble de syndromes progéroides dominants et récessifs aussi nommés progérias 

atypiques.  

 

I.3.3 Une pathologie sévère associée à la région spécifique de la 

lamine A : le syndrome d’Hutchinson-Gilford ou progéria 
 

Une des pathologies les plus dévastatrices liées à la région spécifique de la lamine A 

est le syndrome de Hutchinson-Gilford, aussi appelé progéria ou HGPS (pour Hutchinson-

Gilford Progeria Syndrome) entraînant un vieillissement accéléré182. Il s’agit d’une maladie 

rare qui touche un enfant sur 4 millions183. La maladie est diagnostiquée peu de temps après 

la naissance et est caractérisée par un grand nombre de troubles incluant notamment un 

retard de croissance, une dentition anormale, de l’ostéoporose, une hypoplasie osseuse, des 

défauts des gonades, une lipodystrophie, une athérosclérose, et une atrophie des muscles 

squelettiques184. Habituellement, les enfants atteints de HGPS meurent d’insuffisance 

cardiaque entre 13 et 16 ans. Au moins 20 mutations distinctes ont été liées à des syndromes 

HGPS, cependant la mutation la plus fréquente est située en position 1824 et permet 

l’activation du site cryptique d’épissage alternatif menant à une prélamine A comportant une 

délétion de 50 acides aminés185,186. Ces 50 acides aminés manquants retirent le site de clivage 

terminal par l’enzyme ZMPSTE24 sans affecter le motif CAAX. Ainsi, le mutant prélamine A 

HGPS, appelé « progérine », reste constitutivement farnésylé et carboxyméthylé187. La 

progérine est produite de manière native dans les cellules, mais son accumulation est 

uniquement observée chez les cellules vieillissantes. Ceci renforce le lien entre l’accumulation 

de progérine et vieillissement cellulaire, la progérine serait même un biomarqueur de 

vieillissement188,189.   

La production de progérine mène à l’apparition progressive de nombreuses altérations 

cellulaires telles que des défauts de croissance, ainsi qu’une morphologie nucléaire altérée 

(Figure 23). L’expression ectopique de progérine chez des fibroblastes diploïdes sains 
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provoque la plupart des symptômes observés chez les cellules HGPS, indiquant que la 

progérine agit d’une manière dominante négative. De plus, des mutations dans le gène 

ZMPSTE24 codant l’enzyme permettant le clivage terminal de la maturation de la prélamine, 

entraînent une dysplasie mandibuloacrale et/ou une dermopathie restrictive, deux 

pathologies proches de la progéria caractérisées par un retard de croissance, des anomalies 

des muscles squelettiques ainsi qu’une atrophie cutanée190–192. Il semble également que le 

vieillissement cellulaire entraîne une diminution du niveau d’expression de ZMPSTE24, 

menant à l’accumulation de progérine193. Si l’on surexprime des variants de la prélamine A 

dans des fibroblastes humains normaux, il apparait que les variants qui sont constitutivement 

farnésylés ont un fort effet inhibiteur sur la croissance cellulaire, ont une morphologie de la 

membrane nucléaire très altérée et induisent la formation d’agrégats de lamine A à la 

membrane nucléaire194,195. En revanche, l’expression de la prélamine A dont la cystéine C661 

(cible de la farnésylation) est mutée en méthionine n’influence que faiblement la croissance 

cellulaire, même si elle conduit à la formation de petits foyers nucléoplasmiques de prélamine 

A et à l’apparition de quelques noyaux dysmorphiques. L’expression de ce variant chez la 

souris conduit à un phénotype beaucoup moins sévère que la progeria caractérisé par une 

cardiomyopathie196. 

 

 

 

 

 

 La progérine semble également jouer un rôle dans la solidité du noyau et dans sa 

réponse à un stress mécanique. En effet, des cellules exprimant la progérine montrent une 

fragilité accrue du noyau et des signes de stress mécanique197,198. Il est également démontré 

que l’accumulation de progérine altère l’organisation fonctionnelle des chromosomes en 

entraînant des changements dans la distribution et la quantité d’hétérochromatine, des 

défauts dans la ségrégation des chromosomes et un retard dans la formation de l’enveloppe 

nucléaire pendant la mitose, ainsi qu’une régulation anormale de la longueur des 

télomères188,199–203. Ces différences sont susceptibles de modifier le niveau d’expression des 

gènes204–206. Elles peuvent être atténuées lors d’un traitement combinant des inhibiteurs de 

farnésyltransférase avec des inhibiteurs d’histone déacétylases207–209. Rien ne montre pour le 

moment que la progérine influe directement (à travers une interaction par exemple) sur les 

histone acétyltransférases ou déacétylases. Cependant, on observe un niveau d’expression 

diminué, ainsi qu’une localisation altérée de régulateurs de la structure de la chromatine tels 

que RBBP4/7, deux membres du complexe NURD du remodelage de la chromatine, chez les 

cellules progéria210. De cette manière, il est possible que l’accumulation de progérine modifie 

l’organisation de la chromatine ainsi que sa régulation épigénétique. Le défaut observé lors 

de la mitose pourrait, lui, venir d’une compétition entre la protéine progérine farnésylée et la 

Figure 23 : Comparaison par microscopie à fluorescence 
d'un noyau d'une cellule saine (gauche) avec le noyau 
d'une cellule HGPS (droite)197. Chez la cellule HGPS, le 
noyau possède une forme aberrante comportant des 
torsions et des invaginations. 
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protéine centromérique CENP-F, elle aussi farnésylée, au niveau du kinétochore des 

chromosomes en métaphase203. Le déplacement de CENP-F pourrait expliquer le retard au 

niveau de la chromatine (alignement et séparation des chromosomes), des cellules binucléées 

et une instabilité génomique. Enfin, il a été montré que la lamine A interagit avec TRF2 

(Telomere-Repeat Binding Factor 2), ce qui participe à la structuration de l’extrémité des 

chromosomes211,212. En particulier, le complexe entre la lamine A et TRF2 stabilise l’association 

entre l’ADN télomérique et des séquences ITS (Interstitial Telomeric Sequences) se trouvant 

dans des régions non télomériques. Dans les cellules exprimant la progérine, TRF2 ne s’associe 

plus à ces structures, les boucles d’ADN résultant de ces associations ne sont plus formées, et 

ceci induit une perte de stabilité des télomères, un défaut de condensation et une fragilité des 

chromosomes. 

 

I.3.4 Les syndromes progéroides récessifs associés aux lamines 

A et C 
 

Outre le syndrome HGPS, plusieurs syndromes de progéria atypiques (SPP) causés par 

des mutations du gène LMNA ont été décrits, tels que la dermopathie restrictive atypique (la 

plus grave), le syndrome de Werner et la dysplasie mandibuloacrée. Certaines mutations 

causant ces syndromes progeroïdes atypiques ont été identifiées. Elles sont soit 

hétérozygotes, soit homozygotes. 

- Mutations dominantes de la lamine A/C causant des syndromes progéroides : 

Des mutations ont été identifiées dans les domaines en hélice des lamines A/C, et plus 

précisément les régions coil 1A (A57P213, E55K, E55G214) et 1B (R133L, L140R, S143F et 

E145K213,215–217), qui sont nécessaires pour la polymérisation des lamines nucléaires en 

structures d'ordre supérieur. D’autres mutations ont été observées dans la région C-

terminale spécifique à la lamine A, qui provoquent des défauts d’épissage. Ces 

mutations conduisent à la production de différentes prélamines tronquées telles que 

la prélamine A 35 (del622-656), 50 (progérine, del607-656) et 90 (del567-656)218. 

- Mutations récessives de la lamine A/C causant des syndromes progéroides : 

Ces mutations ont été trouvées dans le domaine globulaire de la lamine A/C, 

l'Igfold (R435C219, R471C220, R527C221, R527H222–225, A529T226, A529V227 et K542N228). 

De manière intéressante, lors de ma thèse, Camille Samson dans l’équipe a montré que 

l’ensemble des résidus mutés se trouvaient au niveau de la surface de liaison de la 

lamine A/C à BAF229. Elle a mesuré l’impact de 5 de ces mutations sur l’affinité de 

l’Igfold pour BAF : ces mutations diminuent significativement l’affinité de l’Igfold de la 

lamine A/C pour BAF (Figure 24).  
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Figure 24 : Impact des mutations causant des syndromes progéroïdes récessifs sur l’interaction avec BAF230. L’affinité des 
différents domaines Igfold mutés pour le dimère de BAF a été mesurée par calorimétrie. Deux mutants contrôle ont aussi été 
étudiés : R453W qui provoque l’EDMD et R482W qui cause une lipodystrophie. Alors que l’affinité pour BAF de ces 2 mutants 
contrôle est la même que l’affinité de l’Igfold natif, l’affinité des 5 mutants causant des syndromes progéroides est 
significativement plus faible. Les résidus mutés sont positionnés sur la structure 3D de l’Igfold de la lamine A/C en interaction 
avec BAF (en bas à droite). 
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Etant donné que la délétion de 50 acides aminés responsable de la production de 

progérine entraîne la survenue d’un syndrome HGPS, et que la mutation des résidus à 

l’interface entre l’IgFold de la lamine A/C et BAF entraînent l’apparition de syndromes 

progéroïdes, il est possible que la présence de la région C-terminale farnésylée de la progérine 

ait un impact négatif sur l’interaction lamine A/C – BAF. 

Dans la partie suivante, pour finir, je vais vous présenter BAF et un autre partenaire 

des lamines associé à la chromatine nommé Rbbp4, ces deux partenaires étant décrits comme 

des acteurs des mécanismes pathologiques déclenchés dans les syndromes progéroides 

associés aux lamines. 

 

I.4. Les partenaires de l’enveloppe nucléaire associés à la 

chromatine 
 

I.4.1 BAF 
 

A l’intérieur du noyau, la chromatine est composée de l’ADN ainsi que des protéines 

qui permettent sa compaction : les histones. La chromatine se trouve sous deux formes. Une 

forme euchromatine, transcriptionnellement active, décondensée et principalement située au 

centre du noyau. Une seconde forme de chromatine est l’hétérochromatine qui est très 

condensée, très peu transcrite et plutôt située à la périphérie nucléaire230,231. Les histones 

jouent un rôle essentiel dans ce phénomène de compaction de l’ADN et les modifications 

chimiques (PTMs) qu’elles portent influencent cette compaction.  

BAF (Barrier to Auto-integration Factor 1) est une protéine ubiquitaire localisée à la 

fois dans le cytoplasme et dans le nucléoplasme, dont la surexpression induit une forte 

compaction de la chromatine232. Elle est composée de 89 acides aminés et est très conservée 

au sein des métazoaires. Elle existe sous forme de dimère en solution, et forme des oligomères 

de grande taille en présence d’ADN233. BAF interagit avec l’ADN double brin sous forme 

d’homodimère et sans spécificité de séquence234. La structure du dimère de BAF a été résolue 

par RMN235  ainsi que par cristallographie236. Par la suite, une structure du dimère de BAF en 

complexe avec l’ADN a été obtenue par cristallographie237 (Figure 25). Cette structure montre 

que le dimère de BAF est capable de faire un pont entre deux ADN double brin. De plus, la 

protéine BAF se lie aux protéines à domaine LEM, la structure du dimère de BAF en complexe 

avec le domaine LEM de l’émerine a d’ailleurs été résolue par RMN103.  

BAF joue un rôle dans l’assemblage du noyau après la mitose grâce à sa faculté à lier 

l’ADN238.  BAF forme un réseau rigide de chromatine permettant de donner sa forme au noyau. 

BAF se localise sur la couche externe de la chromatine formant les chromosomes et permet, 

par pontage de l’ADN, d’épaissir la surface de la chromatine. Pendant la mitose, la 

phosphorylation de BAF par la kinase VRK1 sur la sérine 4 empêche l’interaction de BAF avec 
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l’ADN. En fin de mitose, cette phosphorylation est retirée et l’interaction entre BAF et l’ADN 

peut de nouveau se faire, redonnant sa forme au noyau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La protéine BAF interagit avec de nombreux partenaires239. On compte parmi ces 

protéines : les protéines à domaine LEM, les lamines, les histones, et plusieurs protéines et 

enzymes qui régulent la chromatine. 

 

I.4.1.1.    Les protéines à domaine LEM de la membrane nucléaire interne. 

 

Durant l’interphase, BAF est enrichie à l’enveloppe nucléaire et dans le noyau, mais est 

aussi observée dans le cytoplasme240,241. BAF interagit avec l’émerine à la membrane nucléaire 

interne, mais reste beaucoup plus mobile que l’émerine. Lors de la télophase, la protéine est 

concentrée dans une sous-région des chromosomes, où se trouvent aussi les protéines à 

domaine LEM et la lamine A. BAF et l’émerine sont alors très peu mobiles. En fin de mitose, 

BAF joue un rôle essentiel dans la relocalisation des protéines de la membrane nucléaire 

interne et est un acteur clé de la reformation de l’enveloppe nucléaire240. 

Les interactions médiées par la protéine BAF sont modulées des événements de 

phosphorylation induisant l’ajout de charges négatives. En effet, la kinase VRK1 peut 

phosphoryler la sérine 4 (site majeur) ainsi que les thréonines 2 et 3 (sites mineurs) de BAF, 

empêchant ainsi l’interaction de BAF avec l’ADN double brin et réduisant fortement sa liaison 

avec les protéines de la membrane nucléaire interne à domaine LEM mais également avec la 

lamine A. La phosphorylation sur la sérine 4 semble aussi réduire l’interaction entre l’émerine 

et la lamine A in vitro, et entraîner une délocalisation de l’émerine vers des agrégats 

cytoplasmiques (probablement associés au réticulum endoplasmique) en cellules114.  

 

Figure 25 : Structure du dimère de BAF en interaction avec l’ADN238 (code PDB : 2BZF). Chaque monomère 
de BAF (bleu) lie une molécule d’ADN (rouge et blanc). 
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I.4.1.2. Les lamines. 

 

La lamine A subit plusieurs étapes de maturation notamment une étape de 

farnésylation, suivi d’un clivage, d’une carboxyméthylation et enfin d’un second clivage. Les 

différentes formes de la lamine A interagissent avec la protéine BAF et modifient sa 

localisation entre le cytoplasme et le nucléoplasme242. Dans des cellules en interphase, BAF se 

trouve à la fois dans le cytoplasme et le nucléoplasme. Dans des cellules surexprimant une 

FLAG-lamine A sauvage, BAF est complètement nucléaire et co-localise avec les lamines A 

exprimées (Figure 26). Le même résultat est obtenu avec la prélamine A non farnésylée ainsi 

qu’avec le mutant farnésylé-carboxyméthylé mimant le comportement du mutant progérine 

responsable du syndrome HGPS (Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome), montrant ainsi que 

la lamine A, ainsi que ses précurseurs, sont essentiels pour le recrutement de BAF au noyau. 

Cependant la colocalisation entre BAF et lamine A farnésylée-carboxyméthylée est seulement 

partielle dans le nucléoplasme (Figure 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : L'accumulation de lamine A entraîne la translocation de BAF vers le noyau242. L’accumulation de différentes 
constructions de lamine A possédant une étiquette FLAG dans des cellules HEK293 a été détectée par des anticorps 
monoclonaux anti-FLAG et visualisée à l’aide d’un anticorps secondaire conjugué avec du FITC (vert). La localisation de BAF a 
été observée grâce à la fluorescence de la GFP. L’ADN du noyau des cellules a été coloré à l’aide du DAPI. Les cercles indiquent 
les zones de co-marquage de la prélamine non farnésylée et de BAF au niveau des agrégats de prélamine à l’enveloppe 
nucléaire interne. Les triangles indiquent les zones d’accumulation de prélamine A farnésylée et de BAF dans le nucléoplasme. 
Les flèches montrent la colocalisation des différentes constructions de lamine A et de BAF à l’enveloppe nucléaire interne. Les 
cellules non transfectées sont indiquées par des astérisques. 
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I.4.1.3. Histones et protéines de remodelage de la chromatine 

 

L’équipe du Dr K. Wilson a montré que BAF interagit directement avec les histones H3 

ainsi que H1.1 avec des affinités de l’ordre du micromolaire243. Elle a montré in vitro que la 

région N-terminale de l’histone H3 et la région C-terminale de l’histone H1.1 sont suffisantes 

pour la liaison à BAF. Elle a ensuite révélé que l’histone H4 était aussi capable d’interagir avec 

BAF244. Les études de cette équipe suggèrent que BAF est capable d’influencer les 

modifications des histones en cellules. 

 

Enfin, une analyse protéomique des partenaires de BAF, aussi réalisée par l’équipe du 

Dr K. Wilson, propose que plusieurs protéines impliquées dans le remodelage de la 

chromatine interagissent avec BAF239. L’une de ces protéines est RBBP4, aussi identifiée 

comme un partenaire spécifique de la région C-terminale de la prélamine A210. 
 

 

I.4.2 RBBP4 
 

RBBP4 (Retinoblastoma Binding Protein 4, aussi connue sous le nom de Chromatin 

Assembly Factor-1 p48 subunit ou encore RbAp48) est une chaperone d’histone impliquée 

dans différents événements cellulaires tels que le remodelage de la chromatine, la 

transcription des gènes ou encore l’organisation du cytosquelette. Cette protéine possède une 

taille de 52 kDa et comporte des domaines répétés WD40. Elle fait partie de différents 

complexes protéiques tels que les complexes NuRD intervenant dans le remodelage de la 

chromatine245, ou encore CAF-1 jouant un rôle dans la réparation des cassures de l’ADN ou 

dans l’assemblage de la chromatine lors de la réplication246. Sa structure tridimensionnelle a 

été résolue de nombreuses fois : 18 structures de Rbbp4 sont disponibles dans la Protein Data 

Bank, dont la moitié a été résolue en 2017-2018, ce qui témoigne de l’intérêt grandissant des 

équipes de recherche pour cette protéine (Figure 27). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Figure 27 : Superposition des 18 structures de Rbbp4 disponibles dans la PDB. Rbbp4 est en gris et ses 
ligands en nuances de rouge et bleu. Deux sites d’amarrage ont été identifiés sur Rbbp4, l’un responsable 
de l’interaction avec l’histone H4 (ici en rouge) et l’autre avec l’histone H3 (ici en bleu). 
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RBBP4 a été identifiée comme un partenaire de BAF à partir d’expériences de 

chromatographie d’affinité et spectrométrie de masse, ainsi que décrit plus haut239. Elle a 

aussi été identifiée par double hybride en levure comme un partenaire spécifique de la région 

562 à 664 de la lamine A210 (Figure 28A ). Cette interaction a été validée par GST-pulldown 

(Figure 28B). Il a été montré par immunoprécipitation que Rbbp4 interagit avec la lamine A 

mais n’interagit pas avec son variant progérine causant la progéria d’Hutchinson-Gilford 

(Figure 28C). Par ailleurs, il a été montré que dans les cellules HGPS, montrant une 

accumulation de progérine, le niveau de Rbbp4 ainsi que de son homologue Rbbp7 diminue. 

Cette observation pose la question de l’impact du défaut d’interaction Rbbp4-progérine dans 

le développement des syndromes de vieillissement accélérés liés à l’accumulation de 

progérine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.5. Hypothèses et objectifs 
 

Notre laboratoire, le LBSR (Laboratoire de Biologie Structurale et Radiobiologie), 

travaille depuis de nombreuses années sur la caractérisation structurale des protéines de 

l’enveloppe nucléaire interne, leurs interactions au sein de l’enveloppe ainsi qu’avec la 

chromatine. Ces protéines comportent de grandes régions prédites comme désordonnées, 

dont la structure et la fonction sont mal comprises (Figure 29). 

Avant le commencement de ma thèse, une étudiante en thèse, Isaline Herrada, a 

démontré qu’une protéine ancrée à la membrane nucléaire interne, l’émerine, était capable 

de s’auto-assembler sous forme de filaments. Ce processus d’auto-association nécessitait la 

présence d’une grande région désordonnée111 (notée 1 sur la Figure 29). Dans une première 

partie de ma thèse, j’ai entrepris d’obtenir des informations structurales sur cette région 

désordonnée de l’émerine, et d’identifier les changements conformationnels associés à la 

formation des filaments d’émerine. Une autre étudiante en thèse, Camille Samson, a montré 

que, si l’émerine monomérique ne semblait pas interagir in vitro avec la lamine A, en revanche 

Figure 28 : La lamine A interagit avec le complexe NuRD (adapté de Pegoraro et al., 2009). 
(A) Fragment 562-664 utilisé dans les expériences de double hybride et de pulldown avec RBBP4. 
(B) GST-pulldown réalisé avec GST-lamine A (résidus 562-664) et Rbbp4 transcrit-traduit in vitro et 
marqué au 35S.  (C) GST-pulldowns réalisés avec un fragment recombinant GST-Rbbp4 (ou Rbbp7) 
et la lamine A (ou progérine) transcrite-traduite in vitro et marquée au 35S.   
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l’émerine auto-assemblée était capable d’interagir directement avec le domaine Igfold de la 

lamine A229.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Par la suite, je me suis intéressé à la région C-terminale désordonnée de la lamine A 

(notée 2 sur la Figure 29) et de son mutant progérine (responsable de la progeria 

d’Hutchinson-Gilford), pour tenter d’élucider les différences structurales et fonctionnelles 

entre ces deux formes protéiques. Un élément crucial de la toxicité de la progérine est sa 

farnésylation. J’ai donc tenté d’analyser l’impact de cette farnésylation sur sa structure et la 

liaison à ses partenaires. Enfin, l’un des partenaires de la progérine qui contribue à sa toxicité 

est SUN1. J’ai tenté de caractériser la région N-terminale de SUN1, responsable de sa liaison 

à la progérine farnésylée, et elle aussi prédite comme désordonnée (notée 3 sur la Figure 29). 

Au cours de ce manuscrit, je détaillerai donc : 

1) Une analyse structurale de la région désordonnée de l’émerine 

2) La caractérisation des filaments formés par l’émerine 

3) Une analyse structurale de la région C-terminale désordonnée de la lamine A et 

de son mutant progérine ainsi que de leurs interactions avec plusieurs partenaires 

4) L’impact de la farnésylation sur les propriétés structurales et fonctionnelles de 

la progérine 

5) La mise en place d’une expérience couplant MALS et SAXS pour l’étude de 

l’auto-assemblage d’une protéine sur la ligne de SAXS du Synchrotron Soleil. 

 

Figure 29 : Régions prédites comme déstructurées des protéines de l’enveloppe nucléaire 
interne étudiées lors de ma thèse. 
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II. Résultats 
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De nombreuses protéines possèdent des régions désordonnées. Ces régions semblent 

être essentielles à la régulation des interactions intermoléculaires. Par ailleurs, elles sont aussi 

responsables de processus d’auto-assemblage.  

Dans une première partie de ma thèse, je me suis intéressé à la région intrinsèquement 

désordonnée de l’émerine, une protéine ancrée à la membrane nucléaire interne. Grâce à une 

étude structurale utilisant la RMN, j’ai pu obtenir des informations structurales sur cette 

région. Il a été récemment montré que l’émerine possédait la capacité de former des 

oligomères par auto-association de plusieurs molécules d’émerine. Je me suis donc également 

intéressé aux oligomères formés par l’émerine, à leur structure et au rôle de la région 

désordonnée de l’émerine dans l’assemblage de ces oligomères. 

Par la suite, j’ai travaillé sur la région C-terminale intrinsèquement désordonnée de la 

lamine A, un partenaire de l’émerine appartenant au nucléosquelette.  En parallèle, j’ai réalisé 

la même analyse sur un mutant de la lamine A, nommé progérine, responsable de la survenue 

d’un syndrome de vieillissement accéléré appelé HGPS (pour Hutchinson Guilford Progeria 

Syndrome). La différence entre la protéine sauvage et le mutant progérine réside dans la 

délétion de 50 acides aminés dans la région C-terminale de la protéine, prédite comme 

intrinsèquement désordonnée. Je me suis donc intéressé à l’étude structurale de ces deux 

régions prédites comme désordonnées afin de comprendre les différences fonctionnelles liées 

à cette mutation. Une seconde particularité du mutant progérine est l’absence du site de 

coupure responsable de la disparition du groupement farnésyl en fin de maturation de la 

protéine. En effet ce site de coupure se trouve dans la région de 50 acides aminés absente 

dans le mutant. Ainsi, la progérine reste constitutivement farnésylée et cela représente une 

piste d’étude pouvant expliquer la survenue de la maladie. J’ai donc mis au point l’étude de la 

farnésylation de ces régions C-terminales désordonnées in vitro afin d’étudier l’influence de 

cette modification chimique sur le comportement de la molécule dans le cadre des 

interactions avec ses partenaires, notamment la lamine A ainsi que la protéine BAF associée à 

la chromatine.  

Enfin, j’ai participé au développement d’un système combinant une injection rapide 

(Stopped-Flow) avec la mesure de diffusion de rayons X aux grands angles (WAXS) ainsi qu’aux 

petits angles (SAXS) sur la ligne SWING du Synchrotron SOLEIL. Ce système ayant pour objectif 

de permettre l’étude structurale en temps réel de la polymérisation des protéines formant 

des filaments. Ainsi, la mise au point de ce système permettra à la ligne SWING de proposer 

ce type d’expérience aux utilisateurs de la ligne.  
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II.1. Analyse structurale de la région nucléoplasmique 

de l’émerine 
 

 

L’émerine est une protéine de 254 acides aminés, ancrée à la membrane nucléaire interne 

via une hélice  C-terminale. Son extrémité N-terminale est nucléoplasmique. Cette protéine 

est mutée dans la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss liée à l’X100. L’émerine contribue à 

la connexion physique entre le cytosquelette et le nucléosquelette en interagissant avec les 

protéines de la membrane nucléaire interne SUN1 et SUN2124 ainsi qu’avec les filaments de 

lamine247. L’émerine est également impliquée dans le remodelage de la chromatine en 

interagissant, grâce à son domaine LEM, avec la protéine BAF dont le dimère est capable de 

lier l’ADN103. En dehors du domaine LEM, l’émerine possède une région allant des résidus 44 

à 221, prédite comme intrinsèquement désordonnée. Des mutations dans cette région 

entraînent des défauts d’interaction avec de nombreux partenaires tels que la lamine A, 

MAN1, HDAC3 ou encore l’actine248. A l’heure actuelle, les détails moléculaires régissant ces 

interactions ne sont pas connus. Afin d’étudier ces interactions et le rôle de la région 

intrinsèquement désordonnée de l’émerine dans la régulation de ses fonctions, je me suis 

intéressé à l’étude structurale de la région désordonnée de l’émerine.  

 

 

II.1.1 Purification de la région nucléoplasmique de l’émerine 
 

Afin d’obtenir des données structurales sur cette protéine, j’ai produit plusieurs 

constructions de l’émerine avec ou sans son domaine LEM, notamment les fragments 67-170, 

67-221, 1-187 et 1-132. Aucune des constructions étudiées ne comportait le domaine 

transmembranaire de l’émerine (région 223-243). 

J’ai exprimé les différents fragments de l’émerine dans des bactéries E. coli possédant 

un système d’induction à l’IPTG. Ces fragments étant produits dans les corps d’inclusion, il est 

nécessaire, pour les purifier, de les solubiliser dans un tampon contenant 8 M d’urée. Toutes 

les constructions de l’émerine étudiées possédent une étiquette de 8 histidines ainsi qu’un 

site de coupure à la protéase TEV en N-terminal du fragment d’intérêt. Après une 

chromatographie par affinité sur colonne de nickel, trois étapes de dialyse successives sont 

nécessaires pour renaturer la protéine et retirer l’urée et l’imidazole présents. Ensuite, 

l’étiquette est coupée par la protéase TEV, et les différents fragments sont concentrés en vue 

des études biophysiques. Les gels SDS-PAGE des purifications des différents fragments de 

l’émerine peuvent être visualisés en Figure 30. Le Tableau 1 indique les rendements obtenus 

lors de la purification des fragments d’émerine.  
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Tableau 1 : Calcul des rendements obtenus lors de la production des différents fragments d'émerine 

Constructions 67-221 1-132 67-170 1-187 

Rendement (mg/L) 50 100 85 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Gels SDS-PAGE des différentes constructions purifiées de l'émerine. Les marqueurs de taille se trouvent dans la 
colonne « MW » (en kDa), la fraction non retenue sur colonne est indiquée par la colonne « FT ». 

 

 

II.1.2 Analyse structurale de la région nucléoplasmique de 

l’émerine monomérique  
 

Afin d’obtenir une première information structurale sur les fragments d’émerine avec 

lesquels je comptais travailler, j’ai effectué une prédiction de structure secondaire grâce au 

serveur Psipred249 (Figure 31A) et de désordre en utilisant le serveur Disopred37. (Figure 

31B) (serveur utilisé : http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1). Il semble ainsi que seuls 

les domaines LEM (acides aminés 1 à 49) et transmembranaire (acides aminés 221 à 254) 

soient structurés (Figure 27 A et B). Le reste de la protéine est prédit comme désordonné. La 

région reliant ces deux domaines ne semble pas adopter de structure secondaire.  

 

 

  

 

 

 

 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1
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Figure 31 : Prédiction de la structure secondaire et de la propension au désordre de l’émerine entière, obtenue sur le site 
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1. (A) Prédiction de structure secondaire à partir de la séquence en acides aminés 
de l'émerine réalisée grâce au serveur Psipred. Le diagramme annoté "Conf" en bleu représente l'indice de confiance de la 
prédiction pour chaque acide aminé. Les acides aminés montrant une tendance à former une hélice sont représentés par la 
lettre « H » dans la séquence ainsi qu’avec un cylindre rose. L’absence de structure est indiquée par la lettre « C » ainsi que 
par un trait noir continu. (B) Prédiction de la propension de désordre en fonction de lé séquence représentée par la courbe 
bleue. Les régions prédites comme étant un site potentiel d’interaction avec des partenaires sont visualisés via la courbe jaune. 

Afin de confirmer expérimentalement ces prédictions, les différents fragments de 

l’émerine ont été produits en milieu minimum enrichi en isotopes stables (15N et 13C), 

permettant leur étude par RMN. Ainsi, des spectres 1H-15N HSQC ont été enregistrés afin 

d’obtenir l’ « empreinte RMN » de chaque peptide (Figure 32A), les différentes constructions 

utilisées dans cette étude sont représentées en Figure 32B.  

 

 

 

 

 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1
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D’après les spectres RMN enregistrés, les régions 67-170 et 67-221 semblent 

effectivement intrinsèquement désordonnées puisque les signaux RMN correspondants se 

situent dans la zone caractéristique des acides aminés n’adoptant pas de structure secondaire 

stable (entre 7.5 et 8.5 ppm en dimension proton). Par ailleurs, les spectres des différentes 

constructions se superposent bien, indiquant que la structure ne varie pas d’une construction 

à l’autre. Les spectres des constructions 1-132 et 1-187 montrent des signaux bien dispersés 

de 7.4 à 0.6 ppm indiquant la présence d’un domaine structuré. Il s’agit de la région 1-49 de 

l’émerine qui compose le domaine LEM de l’émerine.  

 Afin d’aller plus loin dans la caractérisation structurale de l’émerine, j’ai contribué à 

attribuer les signaux RMN de la région désordonnée de l’émerine250. Ainsi, j’ai produit 

l’émerine 67-170 marquée aux 15N et 13C dans le but d’enregistrer des expériences RMN 3D 

A 

B 

Figure 32 : Superposition des spectres 1H-15N HSQC des différents fragments de l'émerine. (A) Spectres 1H-15N HSQC des 
fragments 1-187 (bleu foncé) ; 67-221 (vert) ; 1-132 (violet) ; 67-170 (rouge). Les spectres ont été enregistrés à une 

concentration de 150 M dans un tampon contenant 20 mM phosphate pH 6.5 ; 30 mM NaCl ; 5 mM DTT à 30°C. Les spectres 
de l’émerine 67-170 et 1-187 ont été enregistrés à 750 MHz (FMP Berlin) tandis que les autres spectres ont été enregistrés 
à 700 MHz (CEA Saclay). (B) Représentation schématique des différentes constructions de l’émerine utilisées. Le rectangle 
en pointillés indique la position du domaine LEM. 
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hétéronucléaires.  La protéine montrant des signes d’agrégation à haute concentration, une 

attribution dans des conditions classiques semblait compliquée. J’ai donc décidé d’attribuer 

les signaux RMN de l’émerine 67-170 dans un tampon contenant 8M d’urée. J’ai enregistré un 

jeu d’expériences d’attribution classique (HNCA(N)NH, HNCA, HNCO, HNCACB, CBCACONH). 

Ainsi, j’ai pu obtenir l’attribution finale des signaux 1H, 15N et 13C de la région désordonnée de 

l’émerine dans 8 M urée. Par la suite, j’ai entamé le suivi de chaque signal en réalisant une 

titration avec un gradient décroissant d’urée. Ainsi, pour chaque concentration d’urée, un 

spectre 1H15N HSQC a été enregistré et le déplacement de chaque signal a été suivi (Figure 33) 

pour obtenir une attribution finale dans un tampon ne contenant pas d’urée (Figure 34A et 

34B). Un second échantillon d’émerine doublement marqué a été produit sans urée et, à partir 

de l’HSQC attribuée, les déplacements chimiques carbone associés ont pu être obtenus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Suivi des signaux RMN de quelques résidus du fragment 67-170 de l’émerine à 8 M (brun), 7 M (rouge), 6 M 

(orange), 4 M (vert), 2 M (bleu clair), 1 M (bleu), 0 M urée (bleu foncé). Les spectres ont été enregistrés à 750 MHz (FMP 

Berlin), dans un tampon contenant 20 mM phosphate pH6.5 ; 30 mM NaCl ; 5 mM DTT ; et les concentrations indiquées en 

urée.  



66 
 

 

Figure 34 : Attribution de l’émerine 67-170. (A) Séquence de la région désordonnée de l'émerine (67-170)250. (B) Spectre 1H15N 

HSQC de l'émerine 67-170 attribué. Les signaux en vert sont dus à une conformation cis de la proline P77 ; en bleu, aux prolines 

P108 et P113 ; en jaune, à la proline P125 et en gris clair, à la proline P169. Le spectre a été enregistré à 303K, 750 MHz et 

600 M, dans un tampon contenant 20 mM phosphate pH6.5 ; 150 mM NaCl ; 2 mM DTT.  

 

La différence des déplacements chimiques secondaires des C et C a été calculée à 0 

et 8 M urée. Le graphique obtenu pour la condition 8M urée confirme que le peptide est 

complètement déplié. Le graphique obtenu en absence d’urée montre clairement que nous 

avons toujours affaire à une protéine majoritairement désordonnée, confirmant ce que nous 

avons vu sur le spectre 1H15N HSQC. Seule la région 98-101 se replie transitoirement en hélice 

Figure 35). Même si les prolines sont majoritairement en conformation trans (déduit des 

valeurs de déplacements chimiques des C comprises entre 31.9 et 32.2 ppm), certaines 

prolines (P77, P108, P113, P123 et P169) montrent la présence de signaux correspondant à 

des conformations cis minoritaires avec des valeurs de déplacements chimiques des C 

comprises entre 32.9 et 34.8 ppm (Figure 34B).  
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Figure 35 : Différences entre les déplacements chimiques secondaires des C et C en fonction de la séquence de l'émerine 

mesurés en présence de 0 M et 8 M d’urée auxquels ont été soustraits les déplacements chimiques secondaires prédits en 

l’absence de structure secondaire par le logiciel ncIDP  (http ://nmr.chem.rug.nl/ncIDP/)(Mulder et al.,2010). La moyenne des 

déplacements chimiques secondaires, située autour de 0, confirme la structure globalement désordonnée. La présence d’une 

hélice  transitoire est révélée par des différences de déplacements chimiques secondaires supérieures à 0.5 sur une séquence 

d’au moins 3 acides aminés.   

   

L’attribution des déplacements chimiques de ce fragment d’émerine, couplée à 

l’attribution du domaine LEM102 et de la région 1-132 (Camille Samson, communication 

personnelle), précédemment réalisée au laboratoire, a permis d’obtenir l’attribution de la 

région 1-170 de l’émerine (Figure 36).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Attribution de la région 1-170 de l'émerine sur le spectre 1H-15N HSQC de la construction 1-187 enregistré à 750 

MHz et 303K et à 500 M dans un tampon 20 mM phosphate pH 6.5, 30 mM NaCl. La vue de gauche montre l’ensemble du 

spectre. Des zooms sont présentés sur la vue de droite pour plus de clarté.  

 

1H chemical shifts 
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II.1.3 Etude de l’auto-assemblage de l’émerine 

II.1.3.1. Structure 

 

Le groupe du Prof. K. Wilson a été le premier à montrer à partir d’expériences 

biochimiques réalisées in vitro et en cellules que l’émerine pouvait s’auto-associer et former 

des oligomères ancrés à la membrane nucléaire interne110. Cette étude a révélé la présence 

d’interactions intermoléculaires émerine-émerine et a suggéré qu’un changement dans l’état 

oligomérique de l’émerine pourrait réguler ses propriétés d’interaction à l’enveloppe 

nucléaire. Plus particulièrement, il a été montré que le domaine LEM pouvait se trouver dans 

un état « down » dans lequel il interagit avec la protéine BAF à la chromatine mais également 

dans un état « up » au cours duquel il participe à l’oligomérisation de l’émerine et à la 

reconnaissance potentielle de partenaires à l’enveloppe nucléaire.  

Avant mon arrivée en thèse, Isaline Herrada a montré que l’émerine 1-187 était 

capable de s’auto-assembler pour former des oligomères organisés de type filaments111. Cet 

auto-assemblage a été mis en évidence en suivant la cinétique de formation des filaments de 

l’émerine par fluorescence de la thioflavine T, une molécule possédant la particularité 

d’émettre un signal à 480 nm après avoir été excitée à 440 nm uniquement si elle est liée à 

des structures . Les filaments ont été observés par microscopie électronique à transmission 

en coloration négative. Par la suite, j’ai identifié une autre construction capable de former des 

filaments : l’émerine 67-221229. A partir des images obtenues en microscopie électronique à 

transmission (Figure 37) ainsi que des cinétiques de formation des filaments réalisées par 

fluorescence à la thioflavine T (Figure 38), j’ai montré que le fragment 67-221 est non 

seulement capable de former des filaments, mais il forme ce type d’oligomères plus 

rapidement que l’émerine 1-187. En effet, le fragment 67-221 est sous forme oligomérique 

dès la fin de la purification : des filaments courts sont déjà visibles à T = 0 sur les images de 

microscopie électronique. En revanche j’ai montré que la partie commune à ces 2 

constructions, la région 67-187, reste monomérique dans les conditions testées (Figure 38). 

En l’absence du domaine LEM, la région 187-221 apparaît donc primordiale pour la formation 

de ce type d’oligomères. Il semble donc que le domaine LEM ainsi que la région 187-221 

contiennent des éléments favorisant la formation des filaments. Et si on exprime un fragment 

combinant 1-187 et 67-221, c’est-à-dire le fragment 1-221, alors on obtient un fragment qui 

s’agrège systématiquement lors de la renaturation de la protéine. Cette agrégation est peut-

être due à un mauvais repliement lors de l’auto-assemblage en absence d’ancrage à la 

membrane.  
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Pendant ma thèse, Camille Samson a montré que le domaine LEM de l’émerine seul (1-

49) n’est pas capable de former des filaments251. En revanche, le fragment 1-132 est capable 

de s’assembler en filaments. De plus, Isaline Herrada a montré que le mutant de l’émerine 1-

187 délété des acides aminés 95-99 (mutation associée à une myopathie) reste monomérique 

dans nos conditions111. Ainsi, le domaine LEM mais également la région désordonnée de 

l’émerine sont nécessaires pour que les fragments 1-132 et 1-187 de l’émerine puissent 

s’auto-assembler251. J’ai cherché à mieux définir le rôle du domaine LEM dans l’auto-

assemblage du fragment 1-132 de l’émerine. Un schéma des fragments d’émerine utilisés 

dans cette étude est représenté en Figure 39. 
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Figure 37 : Filaments obtenus 
avec le fragment d’émerine 67-
221. Images de microscopie 
électronique à transmission en 
coloration négative, 
enregistrées directement après 
purification de l'émerine 67-221 
(gauche) et après 1 jour 
d'incubation à 20°C (droite), en 
présence de 2% d’acétate 
d’uranyle. 

Figure 38 : Cinétique de formation des filaments de l'émerine 67-221 (notée EmC221 ; points violet), comparée aux 
cinétiques obtenues sur l’émerine 1-187 (notée EmN WT ; points rouge) et sur l’émerine 67-187 (notée Em67C ; points bleu). 
La fluorescence émise par la thioflavine T à 480 nm est suivie en fonction du temps à 37°C. Les fragments d’émerine sont 

concentrés à 300 M. Les barres d’erreur correspondent à 2 expériences. 
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Figure 40 : Formation des filaments par le mutant delK37251. (A) Images de microscopie électronique à transmission 
montrant à T=0 et T=1 semaine, l’état oligomérique du mutant de l’émerine delK37 en comparaison avec l’émerine 
sauvage. (B) Comparaison de la cinétique de formation des filaments de l'émerine par fluorescence à la thioflavine 
T. L'émerine delK37 forme des filaments plus rapidement que l'émerine sauvage. (C) Superposition des spectres de 
RMN du solide révélant les corrélations carbone-carbone double quanta/simple quanta correspondant à l’émerine 
1-187 (noir), l’émerine 1-132 (vert) et au mutant delK37 (bleu) (Collab. Prof A. Lange, FMP Berlin). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avec Nada Essawy, nous avons montré que le mutant de l’émerine comportant une 

déletion de la lysine 37 (delK37 ; mutation associée à une atteinte cardiaque) a un domaine 

LEM désordonné251. L’absence de la lysine 37 semble donc déstabiliser la structure de ce 

domaine. Etant donné l’importance du domaine LEM dans la formation des filaments de 

l’émerine, nous avons voulu savoir si ce mutant était capable de s’auto-assembler. La 

confirmation de sa capacité à former des filaments a été obtenue par microscopie 

électronique à transmission en coloration négative (Figure 40A). Après réalisation 

d’expériences de cinétiques de fluorescence à la thioflavine T, et de manière surprenante, ce 

mutant forme des filaments plus rapidement que l’émerine sauvage (Figure 40B). Ceci semble 

suggérer un changement de conformation du domaine LEM lors de la formation des filaments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Constructions utilisées lors de l'analyse du rôle du domaine LEM dans l'oligomérisation de l'émerine 1-187. 

C 
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Nous avons donc posé l’hypothèse d’un dépliement du domaine LEM pour permettre 

la polymérisation de l’émerine. Il est à noter que la comparaison par RMN du solide des 

filaments formés par le mutant delK37 et ceux formés par l’émerine sauvage montre qu’ils 

possèdent la même structure puisque les signaux se superposent parfaitement (Figure 40C). 

Pour confirmer notre hypothèse selon laquelle il est nécessaire que le domaine LEM 

de l’émerine soit déplié pour permettre l’auto-assemblage de l’émerine sous forme de 

filaments, j’ai produit un mutant artificiel de l’émerine 1-132 (Y4CE35C) dans lequel j’ai ajouté 

un pont disulfure grâce à la mutation des résidus 4 et 35 en cystéines (Figure 41A). De cette 

façon, à l’état oxydé, le domaine LEM de la protéine devrait rester bloqué sous forme replié.  

J’ai ensuite essayé de caractériser la capacité de ce mutant à former des filaments. Pour cela, 

j’ai réalisé des expériences de cinétiques de formation de filaments par fluorescence à la 

thioflavine T (Figure 41B). D’après mes résultats, lorsque la protéine est oxydée, c’est-à-dire 

en conformation fermée, elle n’est pas capable de former des filaments. Ceci confirme bien 

que lorsque le domaine LEM n’a pas la capacité de changer de conformation, l’auto-

assemblage n’est plus possible. Par contre, après réduction par ajout de 5 mM DTT, la 

cinétique de formation des filaments du mutant Y4CE35C est similaire à celle de l’émerine 1-

132 sauvage (Figure 41B). J’ai enregistré des spectres 1H15N HSQC avec et sans agent réducteur 

du mutant. Le spectre du mutant oxydé montre que le domaine LEM est structuré (Figure 

41C). Après ajout de 5 mM DTT, j’observe que les signaux structurés du domaine LEM 

disparaissent pour migrer vers le centre du spectre, confirmant l’aspect désordonné de la 

protéine résultante (Figure 41C). Cette expérience nous permet donc d’affirmer qu’il est 

nécessaire pour le domaine LEM de subir un changement de conformation pour permettre la 

formation des filaments de l’émerine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Le domaine LEM de l'émerine est destructuré lors de la formation des filaments. (A) Structure tridimensionnelle du 
domaine LEM avec en bleu, la lysine 37 absente chez le mutant delK37, et en rouge, les deux résidus mutés en cystéines chez le 
mutant Y4CE35C. (B) Cinétique d’assemblage obtenue en mesurant la fluorescence émise par la thioflavine T au cours du temps, 
montrant l’incapacité du domaine LEM à former des filaments lorsqu’il est maintenu sous forme repliée (Violet). Un dépliement 
du domaine LEM par réduction du pont disulfure (rouge) permet de retrouver une cinétique semblable à l’émerine sauvage 
(vert). (C) Superposition des spectres 1H15N HSQC de l’émerine 1-132 sauvage (vert), du mutant Y4CE35C sous forme oxydée 
(violet) et réduite (rouge). 
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En conclusion, j’ai montré que les émerines 1-132 et 1-187 subissaient un dépliement 

de leur domaine LEM pour permettre leur auto-assemblage sous forme de filaments, et que 

la région désordonnée de l’émerine 187-221 ne contenant pas le domaine LEM était aussi 

capable de s’auto-assembler. Cependant, la construction 67-187 sans domaine LEM mais 

allant jusqu’au résidu 187 n’est pas capable de former des filaments. En l’absence du domaine 

LEM, la région 187-221 apparaît donc primordiale pour la formation de ce type d’oligomères.  

 

II.1.3.2. Fonction 

 

Les régions suffisantes de l’émerine permettant son interaction avec la lamine A ont 

été mises en évidence grâce à des GST-pulldowns réalisés sur des fragments d’émerine 

possédant une étiquette GST, auxquels la queue C-terminale de la lamine A mature (385-646) 

a été ajoutée110. Ainsi, les fragments de l’émerine 1-132 et 1-149 semblent permettre la liaison 

à la lamine A. Une seconde région a été rapportée dans cette étude comme permettant 

l’association avec la lamine A : il s’agit de la région 159-220. Par ailleurs, il est intéressant de 

noter que le fragment 170-220 de l’émerine, testé lui aussi, ne permet pas de liaison à la 

lamine A, indiquant un rôle important des acides aminés 159-170 dans cette interaction.  

 Afin de comprendre le rôle des régions destructurées de l’émerine dans cette 

interaction, en collaboration avec Camille Samson au laboratoire, nous avons étudié 

l’interaction entre différents fragments de l’émerine et la lamine A. Ainsi, nous avons réalisé 

par RMN des études d’interaction entre les différents fragments d’émerine monomérique et 

la région queue de la lamine A. Après plusieurs tentatives, aucune interaction directe n’a été 

observée avec les monomères d’émerine et la région queue 389-646 de la lamine A229, quel 

que soit le fragment d’émerine considéré. Nous avons donc souhaité savoir si l’oligomérisation 

de l’émerine pouvait avoir une influence sur l’interaction avec la lamine A. Nous avons donc 

formé des filaments de l’émerine (1-187 et 67-221), et étudié l’interaction des oligomères 

formés par ces fragments avec le domaine IgFold de la lamine A par RMN (Figure 42A et B). 

Pour chaque interaction étudiée, l’état filamentaire de l’émerine a été vérifié en parallèle par 

microscopie électronique à transmission. Les résultats obtenus par RMN montrent une 

interaction avec les oligomères de l’émerine 1-187 (Figure 42A), cependant, aucune 

interaction n’est observée avec les filaments formés par le fragment 67-221 (Figure 42B). Ceci 

nous permet de conclure quant à l’importance du domaine LEM dans l’interaction de 

l’émerine avec la lamine A. De plus, la formation d’oligomères d’émerine est nécessaire pour 

obtenir une interaction directe avec le domaine IgFold de la lamine A229.  
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Figure 42 : Interaction entre le domaine globulaire IgFold de la lamine A et les oligomères d'émerine230. Superposition des 
spectres 1H15N HSQC de l'IgFold seul (noir) ou en présence des oligomères d'émerine formés par le fragment 1-187 (gauche ; 
rouge) ou 67-221 (droite ; rouge). Les spectres ont été enregistrés à 700 MHz et 303 K dans un tampon phosphate 20 mM, pH 

6.5 ; NaCl 150 mM ; 2 mM DTT ; 10% D2O et 150 M de protéine finale. 

 

 

II.2. Détermination d’un facteur de forme des fibres au 

cours du temps Etude de filaments protéiques grâce au 

système SF-WA-MALS-SAXS 
 

Il a été montré au laboratoire que l’émerine était capable de former des filaments111. 

Afin d’obtenir des détails moléculaires permettant de suivre l’assemblage des filaments 

de l’émerine au cours du temps, une collaboration avec le Dr. Javier Pérez de la ligne 

SWING du Sychrotron SOLEIL a été initiée. En effet, un système couplant un appareil de 

mélange rapide, ainsi que l’analyse de diffusion des rayons X aux petits angles et de 

diffusion de la lumière aux grands angles a été développé par les Drs Javier Pérez, Mattia 

Rocco et Patrice Vachette252. Ce système sera appelé SF-WA-MALS-SAXS dans la suite de 

ce travail. Ce système permet d’effectuer des expériences répétées avec détection 

simultanée par WA-MALS et SAXS tout en évitant une trop longue exposition du même 

volume d’échantillon aux rayons X très intenses qui pourraient dégrader l’échantillon 

durant l’acquisition. La description du formalisme permettant l’analyse des données 

recueillies ainsi que leur modélisation est visible en annexe.  
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II.2.1 Adaptation du modèle émerine à ce type d’expérience 
 

L’une des principales limitations du système de SF-WA-MALS-SAXS réside dans l’obligation 

pour le modèle étudié d’être parfaitement monomérique au départ. En effet, comme les 

espèces de hauts poids moléculaires auront une pondération plus importante dans l’équation 

finale, afin de détecter les premières étapes de la cinétique, il est crucial d’avoir un objet 

monomérique à T0. 

Le protocole de formation des filaments de l’émerine nécessite de concentrer la protéine 

à environ 500 M afin de lancer la polymérisation. A cette concentration, l’émerine se situe 

sous plusieurs formes oligomériques comme le montre la Figure 43. En effet, on peut voir que 

des oligomères de grande taille sont déjà visibles à T = 0 min avec un diamètre apparent de 50 

nm.  

 

Figure 43 : Profil de diffusion de lumière dynamique, illustrant le caractère oligomérique de l'émerine à 500 M à T = 0 min. 

  

De plus, à une telle concentration, la formation des filaments de l’émerine nécessite 

une semaine à 20°C. La cinétique de formation de ces filaments peut être réduite à 1h si la 

température est augmentée à 37°C. Malheureusement, une température élevée engendrerait 

des effets délétères pour le système de fluidique utilisé. L’utilisation du faisceau de rayons X 

sur la ligne de SAXS ne doit être que temporaire et une expérience d’une semaine n’est pas 

envisageable. Aussi, afin d’utiliser l’émerine comme modèle pour ce type d’expérience, il nous 

a fallu essayer d’obtenir une émerine monomérique à très haute concentration. Cette 

concentration doit être suffisamment élevée pour entraîner une cinétique rapide de 

formation des filaments, compatible avec l’utilisation de la ligne de SAXS.   

 Lors de l’étude des filaments de l’émerine, j’ai pu montrer qu’un mutant artificiel de 

l’émerine (Y4CE35C) dans lequel un pont disulfure avait été introduit entre les résidus 4 et 35, 

mutés tous les deux en cystéines, n’était plus capable de former de filaments sous forme 
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oxydée (Figure 41B) et restait monomérique même à haute concentration, comme le 

montrent les expériences de cinétique de fluorescence à la thioflavine T. La réduction de ce 

mutant Y4CE35C permet à la protéine de retrouver une cinétique de formation des filaments 

semblable à celle de l’émerine WT 1-132 (Figure 41B). Les expériences 1H15N HSQC par RMN 

ont confirmé que la protéine était sous forme repliée à l’état oxydé et se dépliait lors de sa 

réduction, puisque les signaux sont visibles dans la région des acides aminés n’ayant pas de 

structure secondaire stable entre 7.5 et 8.5 ppm (Figure 41C). 

Le mutant Y4CE35C semble donc adapté à l’expérience de SF-WA-MALS-SAXS. En 

injectant une solution réductrice à T0, il devrait être possible de déclencher la formation 

rapide des filaments de l’émerine, analysable par SAXS dans un court délai de temps. 

Malheureusement, les essais de réduction avec des concentrations variables de DTT (0.5 ; 1 ; 

2 ; 5 mM) réalisés sur cette protéine ont montré qu’à haute concentration, une forte 

agrégation était visible. Cette agrégation est incompatible avec notre système d’analyse 

puisque des objets d’aussi grande taille rendraient invisibles toute autre forme oligomérique 

intéressante. En conclusion, il n’a pas été possible d’adapter l’émerine à notre système. J’ai 

alors décidé de poursuivre le développement du système SF-WA-MALS-SAXS en utilisant des 

échantillons de fibrinogène (FG) produit par l’équipe du Dr. Mattia Rocco.  

 

II.2.2 Développement du système SF-WA-MALS-SAXS à l’aide du 

Fibrinogène 

 

II.2.2.1. Automatisation du système de SF-WA-MALS-SAXS 

 

Pour réaliser des expériences de polymérisation et enregistrer des données de SAXS sur 

l’échantillon, il est nécessaire de pouvoir réaliser toutes les opérations à distance, de façon à 

ne jamais être exposé aux rayons X de la ligne de lumière. Ainsi, il a été convenu d’utiliser un 

système de robot permettant l’injection des échantillons dans le système ainsi que 

l’enregistrement de divers types d’expériences combinant SAXS et WA-MALS ou permettant 

d’isoler l’un ou l’autre des appareils. Ce robot d’injection permet également le lavage du 

système complet avec du tampon. Un second robot, spécifiquement pour le lavage était déjà 

présent sur le système à mon arrivée au laboratoire et permettait d’injecter grâce à un 

système de vide entraînant une aspiration de différentes solutions : Hellmanex, acide 

acétique, tampon, eau distillée.  

J’ai participé à la conception du robot d’injection et du schéma du système complet 

permettant son intégration. J’ai également participé à la programmation de ce robot 

d’injection comportant une carte Arduino® capable de piloter les 5 vannes et 2 sélecteurs qu’il 

comprend. Par ailleurs, pour réaliser les expériences de polymérisation, plusieurs 
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configurations du système SF-WA-MALS-SAXS ont été nécessaires. Ainsi, j’ai programmé des 

séquences permettant d’obtenir les différentes configurations grâce au logiciel Bossanova. Le 

système complet sera utilisable facilement par un expérimentateur venant au Synchrotron 

SOLEIL réaliser ce type d’expériences. Les différentes configurations programmées ainsi que 

le code du robot d’injection sont visibles en annexe. Le système complet, connecté sur la ligne 

de SAXS, est visible en Figure 44. 

 

 

Figure 44 : Système SF-WA-MALS-SAXS complet, installé sur la ligne SWING. 

 

La Figure 45 montre un schéma du circuit dans la configuration de lavage. Sur ce schéma, 

deux sélecteurs sont présents : les sélecteurs 2 et 3 notés S2 et S3 respectivement. La position 

dans laquelle se situe un sélecteur est donnée par le numéro suivant le « P ». Par exemple, si 

le sélecteur 2 est en position 1, il sera indiqué S2P1. Le circuit comporte également 5 vannes 

notées de V1 à V5 avec chacune, ayant la possibilité de se trouver en position 1 ou 2. La même 

nomenclature que pour les sélecteurs a été utilisée pour indiquer cette position. Après 

isolation du MALS, le sélecteur 3 est placé en position 4, permettant ainsi de faire le vide dans 

le circuit. Le sélecteur 2 nous permet alors de choisir le solvant à insérer dans le circuit pour 

le lavage. Ainsi, nous pouvons laver le circuit avec de l’eau distillée, du Hellmanex, du tampon 

ou de l’acide acétique. Il faut cependant ne pas oublier qu’un lavage avec de l’eau distillée 

doit toujours être fait entre l’Hellmanex et l’acide acétique pour empêcher tout risque de 

précipitation à l’intérieur du circuit. 
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Figure 45 : Lavage du circuit par le vide apporté grâce au robot d'injection.  Les connecteurs verts contiennent du tampon, les 
violets, du mélange réactionnel et les bleus, du vide. 

 

 Après lavage du système, il est nécessaire de remplir les circuits de tampon afin de 

réaliser un « blanc » et obtenir une ligne de base avant analyse de données issues d’un 

mélange réactionnel. La configuration décrite en Figure 46, permet d’injecter du tampon 

successivement dans le MALS, puis dans le SAXS à partir de chacune des seringues 1, 2 ou 4 

seules ou en combinaison. Le sélecteur 3 est placé en position 1, sur un bouchon, empêchant 

l’entrée d’air dans le circuit. Les seringues 1, 2 ou 4 injectent le tampon vers la vanne 1 placée 

en position 1, permettant l’arrivée du tampon au mixeur, à la vanne 2 en position 1, dirigeant 

le tampon vers la vanne 3 en position 2 afin d’arriver au MALS. Une fois le MALS parcouru, le 

tampon passera par les vannes 4, 2 et 5 pour finir dans le capillaire de SAXS. D’autres 

configurations ont été réalisées pour insérer du tampon dans le capillaire de SAXS uniquement 

ou dans le MALS uniquement. Mais seule la configuration mixte est présentée ici.  
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Figure 46 : Insertion de tampon dans le circuit afin d'obtenir une ligne de base. Les connecteurs verts contiennent du 
tampon, les violets, du mélange réactionnel et les bleus, du vide. 

 

Lors de l’injection d’un mélange réactionnel à partir des seringues 1, 2 et 4 du SF, la 

configuration du circuit ne change pas, il nous suffit de remplir les seringues avec les 

échantillons réactionnels afin de déclencher la polymérisation. La Figure 47 représente la 

configuration d’injection avec le parcours de l’échantillon réactionnel au sein du circuit en 

violet.  
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Figure 47 : Injection de mélange réactionnel vers le MALS et le capillaire de SAXS. Les connecteurs verts contiennent du 
tampon, les violets, du mélange réactionnel et les bleus, du vide. 

 

II.2.2.2. Insertion d’une bulle d’air 

 

Lors d’une injection de solution protéique, nous avons remarqué qu’après un certain laps 

de temps, la densité optique mesurée au niveau du capillaire SAXS diminuait (en bleu sur 

Figure 48). Ceci est dû au fait que le tampon qui « pousse » l’échantillon pour éviter la 

dégradation sous faisceau X dilue progressivement l’échantillon. Afin d’éviter cela et garder 

une concentration constante au cours du temps, et pouvoir analyser sans biais l’échantillon 

présent en solution et ses différentes espèces oligomériques, nous avons décidé d’insérer une 

bulle d’air après l’injection du mélange réactionnel afin de minimiser le phénomène de 

dilution au sein du circuit. 
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La configuration d’injection du mélange réactionnel dans le système nécessite que le 

sélecteur 3 soit en position 1 (Figure 50). La bulle d’air est insérée grâce à une pompe à vide 

permettant d’aspirer de l’air. Pour ce faire, il est nécessaire de positionner le sélecteur 3 en 

position 6 (Figure 51). La détection de la bulle d’air dans la boucle d’accumulation par le 

détecteur UV est visible en Figure 49. 
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Figure 48 : Profil de données enregistrées avec le logiciel ASTRA lors d'une injection de BSA illustrant la diminution de la densité 
optique par dilution avec le tampon. 0' : lavage avec du tampon. 2.5' : injection de 1.5 ml de BSA en 15 s. Entre 20’ et 23’, la 
densité optique (courbe bleue) diminue à cause de la dilution de l’échantillon par le tampon. 30’ : injection de 1.5 ml de BSA en 
15 s, , 34’ lavage avec du tampon. La courbe verte représente les valeurs enregistrées par le détecteur 4, la rouge, celles 
enregistrées par le détecteur 11. 

Figure 49 : Profil de données MALS et 
UV. L’UV montre la présence de la bulle 
d’air dans la boucle d’accumulation de 
SAXS. 0’ : lavage avec du tampon. 30’ 
injection d’1 ml de BSA en 15 s. 80’ 
passage de la bulle injectée après 
l’échantillon dans la boucle 
d’accumulation. Plusieurs lavages ont 
ensuite été effectués avec du tampon. 
La courbe bleue représente la valeur de 
densité optique mesurée, la courbe 
verte correspond aux valeurs mesurées 
par le détecteur 4, la rouge, à celles du 
détecteur 11. 
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Figure 50 : Configuration du robot d'injection lors de l'injection d'un mélange réactionnel. Cette séquence permet l’injection 
du mélange réactionnel successivement dans le MALS puis dans le capillaire de SAXS. Cette séquence sera immédiatement 
suivie de la séquence d’injection d’une bulle d’air. Les connecteurs verts contiennent du tampon, les violets, du mélange 
réactionnel et les bleus, du vide. 

 

 

Figure 51 : Configuration du robot d'injection permettant l'injection d'une bulle d'air après l'échantillon protéique. Le sélecteur 
3 est placé en position 6 permettant l’aspiration d’air. Ceci doit impérativement être réalisé avec la valve 5 en position 1 pour 
éviter le reflux de l’échantillon lorsque le sélecteur 3 traverse toutes les positions pour arriver en position 6. La valve 5 est 
ensuite placée en position 2 pour permettre l’aspiration de la bulle d’air. Les connecteurs verts contiennent du tampon, les 
violets, du mélange réactionnel et les bleus, du vide. 
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II.2.2.3. Etude de polymérisation du fibrinogène 

 

Afin de tester le système lors d’une polymérisation, nous avons injecté du fibrinogène 

en présence de thrombine à l’aide des seringues 1 et 2 du SF. Après injection d’une bulle 

d’air pour éviter le phénomène de dilution, nous pouvons visualiser une augmentation de 

la tension détectée par les détecteurs 4 (vert) et 11 (rouge), signifiant l’augmentation de 

la taille des oligomères présents en solution (Figure 52). Après injection de tampon, nous 

pouvons voir un retour à la ligne de base du signal. Il nous est donc possible de réaliser 

plusieurs expériences de polymérisation successivement. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces données obtenues durant la polymérisation du fibrinogène en présence de thrombine 

peuvent alors être analysées en utilisant la fonction de Fisher-Burford décrite en annexe et 

visible en Figure 53. Cette fonction nous permettra d’obtenir à chaque instant, le carré du 

rayon de giration moyen <Rg>² ainsi que la masse moléculaire moyenne <M>w. Ce qui nous 

donnera un facteur de forme en temps réel des oligomères formés. Nous pouvons visualiser 

que le <Rg>² augmente au même titre que la <M>w, montrant bien que la taille des oligomères 

augmente au cours de la polymérisation. 
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Figure 52 : profil de données MALS illustrant une expérience de polymérisation du fibrinogène à l’aide d’une solution de 
thrombine. T = 0 min : injection de 750 ml de FG ainsi que de 750 ml de thrombine. T = 28 min, lavage avec du tampon. 
T = 54 min, injection de 500 ml de FG avec 500 ml de tampon. T = 90 min : lavage avec du tampon. La courbe bleu 
représente la valeur de densité optique mesurée, la courbe verte correspond aux valeurs mesurées par le détecteur 4, 
la rouge, à celles du détecteur 11. 
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Figure 53 : Exemple de modélisation des données de polymérisation du fibrinogène obtenues avec le MALS et analysées avec 
la métode de Fisher-Burford. Des expériences de polymérisation du fibrinogène ont été réalisées par ajout de thrombine ou 
d’ancrod. Les valeurs de <Rg>² et de <M>w peuvent alors être obtenues. 

 

En conclusion, le système est maintenant automatisé et pilotable à distance. Il est 

également prêt à accueillir des utilisateurs sur la ligne SWING pour réaliser des expériences 

de polymérisation de protéines. Enfin, les données recueillies pourront être analysées grâce 

aux méthodes de Fisher-Burford pour les données de MALS ainsi que de Guinier pour les 

données de SAXS.  

Les perspectives concernant ce travail seront de veiller à la reproductibilité des 

expériences de polymérisation, mais également la génération d’un algorithme permettant la 

modélisation à la fois des données issues du MALS et du SAXS en même temps, sans passer 

par deux fonctions séparées (Fisher-Burford et Guinier respectivement).   
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II.3. Etude de la région C-terminale intrinsèquement 

désordonnée de la lamine A 
 

La région C-terminale de la lamine A est le siège de nombreux événements de 

modifications post-traductionnelles. En particulier, lors de la maturation de cette protéine, le 

précurseur de la lamine A, la prélamine A, est tour à tour farnésylé (ajout de 15 carbones), 

coupé (les 3 acides aminés C-terminaux sont ôtés), carboxyméthylé et enfin encore coupé (les 

15 acides aminés C-terminaux sont retirés) ce qui provoque la perte du résidu farnésylé. Par 

ailleurs, cette région C-terminale interagit avec plusieurs partenaires protéiques de la lamine 

A. Enfin, la progérine est un mutant de la lamine A ayant subi une mutation ponctuelle 

entraînant la délétion de 50 acides aminés. Parmi ces acides aminés se trouve le site de clivage 

qui permet, chez la protéine sauvage, de retirer le groupement farnésyl. La progérine est par 

conséquent constitutivement farnésylée. Ceci modifie de manière significative ses propriétés 

de liaison. 

Les régions C-terminales de la prélamine A et de son mutant progérine sont prédites 

comme intrinsèquement désordonnées. Ceci peut être montré par exemple en utilisant le 

serveur de prédiction de désordre Disopred3 (Figure 54A). Même si le graphique obtenu 

prédit une absence de structure tertiaire, certaines régions semblent avoir une tendance à 

adopter une structure locale à l’instar des régions 576-585 et 641-650 (Figure 54A). La région 

641-650 est le lieu du deuxième site de clivage (entre les positions 646 et 647), permettant de 

retirer le groupement farnésyl en fin de maturation.  

Concernant les résultats obtenus grâce au serveur Psipred, le graphique obtenu montre 

que certaines zones ont une tendance à former une structure secondaire, notamment la 

région 586-589 (prédite comme formant un brin  ; Figure 54B) ainsi que la région 646-649 

située au niveau du deuxième site de coupure, permettant le retrait final du groupement 

farnésyl en fin de maturation (aussi prédite comme formant un brin  par Psipred ; Figure 

54B). La prédiction de structure secondaire obtenue avec le serveur Psipred met de plus en 

évidence une autre région susceptible de former des structures entre les acides aminés 620 

et 628Figure 54B). Cette région, comme la région du deuxième site de coupure, est absente 

dans la progérineLes deux régions comprennent un même motif Val-Thr-Arg-Ser-Tyr, de 

fonction inconnue. 

D’après la Figure 55, il est intéressant de noter que la région entre les résidus 579 et 

585, présente à la fois dans la prélamine A et la progérine, est particulièrement conservée. 

Par ailleurs, sur les quatre cystéines de ces régions désordonnées, 3 sont conservées. L’une, 

en position 661 est le lieu de la farnésylation de la protéine, les deux autres cystéines 

conservées se situent en positions 588 et 591, donc proches de la séquence conservée. Enfin, 

l’un des brins  prédits, entre les résidus 585 et 588, se situe aussi proche de la séquence 

conservée. 
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Figure 54 : Analyse bioinformatique de la séquence de la région C-terminale de la prélamine A (567-664) 
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1). (A) : Prédiction de propension au désordre grâce au serveur Disopred3. La 
propension au désordre est représentée en fonction de la séquence en acides aminés (courbe verte). (B) Prédiction de structure 
secondaire grâce au serveur Psipred. La structure prédite est affichée en fonction de la séquence en acides aminés. L'indice de 
confiance de la prédiction est représenté par un gradient de couleur bleue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55 : Alignement de séquence de la région C-terminale de la prélamine A en fonction des espèces. Le taux de conservation 
peut être visualisé par l’intensité de la couleur bleue sur la séquence ainsi que par les histogrammes du diagramme de 
conservation calculés par Jalview (Whaterhouse et al., 2009).  La région absente chez le mutant progérine est encadrée en 
rouge. Les flèches rouges indiquent la position des cystéines conservées. La première séquence correspond à la prélamine A 
humaine. Les autres séquences sont référencées grâce à leur numéro d’identification GenBank. 109256198 : Panthera pardus ; 
16905 : Mus musculus ; 101704567 : Heterocephalus glaber ; 100923083 :  Sarcophilus harrisii ; 104468957 : Pterocles 
guttularis ; 102948145 :  Chelonia mydas ; 373673 : Xenopus laevis ; 733973 : Xenopus tropicalis ; 102359604 :  Latimeria 
chalumnae ; 109072855 : Cyprinus carpio ; 109902034 : Oncorhynchus kisutch ; 101072260 : Takifugu rubripes ; 104964806 : 
Notothenia coriiceps ; 106528028 : Austrofundulus limnaeus. 

 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1
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Afin d’obtenir plus d’informations sur la structure des régions C-terminales de la progérine 

et de la prélamine A, j’ai produit et étudié par RMN les fragments C-terminaux de la progérine 

et de la prélamine A humaines. 

 

II.3.1 Production des échantillons nécessaires à l’étude 

structurale des régions désordonnées de la prélamine A et 

de la progérine 
 

II.3.1.1. Production des régions C-terminales de la prélamine A et de la 

progérine  

 

 Afin de démarrer l’étude des régions C-terminales désordonnées de la prélamine A et 

de la progérine, je me suis intéressé à la région 567-664 pour la prélamine A ainsi qu’à la région 

567-614 pour la progérine. Les premières constructions comportaient une étiquette de 6 

histidines en N-terminal ainsi qu’un site de clivage à la protéase TEV. Malheureusement, ces 

constructions ne donnaient pas de bons niveaux d’expression et ne permettaient donc pas 

l’analyse structurale des peptides. L’étiquette de 6 histidines a rapidement été remplacée par 

une étiquette GST, toujours suivie d’un site de clivage à la protéase TEV. Dans ces dernières 

constructions, pour permettre la quantification des peptides par UV, nous avons rajouté un 

résidu tryptophane entre le site de clivage à la protéase TEV et le gène codant la protéine. 

D’autres constructions codant pour des peptides dont les 4 cystéines ont été mutées en 

alanine ont également été utilisées pour faciliter l’optimisation de la purification et l’analyse 

des spectres RMN. Les protéines de fusion ont été produites chez E. coli, et purifiées en 

plusieurs étapes. Tout d’abord, après lyse des bactéries, les extraits ont été centrifugés et le 

surnageant a été placé sur colonne d’affinité pour les protéines avec étiquette GST. Après 

incubation et lavage, la protéase TEV a été ajoutée directement sur colonne. Le flow-through 

a été récupéré et concentré. Une étape de précipitation à la chaleur a été réalisée pendant 

laquelle les protéines repliées ont tendance à s’agréger. Enfin, une étape de filtration sur gel 

permet de récupérer le peptide final. La Figure 56A montre les gels SDS-PAGE obtenus après 

purification des différentes constructions utilisées dans ce travail de thèse, la Figure 56B 

montre les profils de filtration sur gel obtenus pour les peptides PreLamC et Prog. Enfin, le 

Tableau 2 récapitule les rendements obtenus. 
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Figure 56 : (A) Gels SDS-PAGE des constructions ProgCCtoA, PreLamCCtoA, ProgC et PreLamC. Le marqueur de taille est indiqué 
par la mention « MW ». L’indication « FT » représente la fraction non fixée sur colonne d’affinité. (B) Profils dse filtrations sur 
gel des peptides PreLamC et ProgC réalisées dans un tampon 20 mM phosphate pH 6.5, 150 mM NaCl, 2 mM DTT avec une 
colonne Superdex 70 10/300 GL.  

 

Tableau 2 : Rendements de purification obtenus pour les différentes constructions des peptides C-terminaux de prélamine et 
progérine utilisées 

Construction ProgCCtoA PreLamCCtoA ProgC PreLamC 

Rendement 
(mg/L) 

6 5 6  4 

 

 

II.3.1.2. Production des partenaires 

 

Afin de caractériser l’interaction des régions C-terminales désordonnées de la 

prélamine A et de la progérine avec leurs partenaires, j’ai produit plusieurs partenaires 

protéiques montrés dans la littérature comme interagissant avec la queue C-terminale de la 

lamine A. Je me suis intéressé à la protéine BAF, à la région N-terminale de SUN1 ainsi qu’à la 

protéine RBBP4.  
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Abs(mAu) 

Abs(mAu) 

 

II.3.1.2.1 BAF 

 

La protéine BAF a été produite en cellules bactériennes à partir d’un gène possédant 

une étiquette histidine suivie d’un site de coupure à la protéase TEV. La protéine étant 

produite en corps d’inclusion, après lyse des cellules et centrifugation, le culot est repris dans 

un tampon contenant 8 M d’urée.  Après une seconde étape de centrifugation, le surnageant 

est purifié à l’aide d’une colonne de nickel et l’élution se fait à l’aide d’un tampon contenant 

8M d’urée et 1 M d’imidazole. Enfin, après plusieurs étapes de dialyse dans un tampon 

contenant au moins 150 mM NaCl afin d’empêcher la formation d’oligomères et de n’obtenir 

que le dimère de BAF, la protéine peut être concentrée, et est passée sur colonne de filtration 

pour s’affranchir des autres formes oligomériques présentes (Figure 57). Un spectre RMN 
1H15N HSQC de la protéine BAF est visible en Figure 58.  

 

 

Figure 57 : Profil de filtration sur gel de BAF réalisée dans un tampon contenant 50mM Tris-HCl pH 8 et 150 mM NaCl à l’aide 
d’une colonne Superdex 76 10/300 GL et illustrant l'état oligomérique de la protéine.  

 

ml 
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Figure 58 : Spectre 1H15N HSQC de BAF enregistré à 100 M, 700 MHz, 293 K dans un tampon contenant 20 mM phosphate 
pH 6.5, 150 mM NaCl et 2 mM DTT. La dispersion des pics confirme que BAF est bien structuré. L’attribution des déplacements 
chimiques de BAF n’étant pas publiée, elle a été entreprise dans l’équipe, mais n’a pas été terminée du fait des temps de 
relaxation T2 défavorables mesurés sur BAF. 

 

II.3.1.2.2 SUN1 

 

 Concernant la protéine SUN1, je me suis intéressé à la région 1-139 de l’isoforme 1 

murine, montrée comme interagissant avec la lamine A humaine112 (Figures 59 A et B). Cette 

région est identique à 68 % avec la région 1-138 de l’isoforme a humaine (Figures 59 C et D). 

Des prédictions de structure secondaire et de propension au désordre ont été réalisées grâce 

aux serveurs Psipred et Disopred3 respectivement7 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1 ; Figure 59). Il semble que plusieurs régions de 

ce peptide aient une tendance à former une structure secondaire : notamment la région 22-

25 semble adopter une structure en brin  tandis que les régions 35-39 et 89-94 sont prédites 

comme adoptant une structure en hélice Figure 59A. Ces régions prédites comme 

adoptant des structures secondaires correspondent à des régions où la propension de 

désordre est moins forte sur le graphique obtenu à l’aide du serveur Disopred3 (Figure 59B). 

Il est intéressant de noter que les structures prédites pour ces régions semblent conservées 

entre les protéines SUN1 murine et humaine, mais pas avec SUN2 (Figures 59 E et F).                        

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1
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Il est intéressant de noter que les structures prédites pour ces régions semblent conservées e  

protéines SUN1 murine et humaine, mais pas avec SUN2 (Figures 59 E et F).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUN1 Mus musculus 

SUN1 Homo sapiens 

SUN2 Mus musculus 

Figure 59 : Prédiction de structure secondaire et de propension de désordre de la région 1-139 de SUN1 murine et humaine, 
comparaison avec SUN2.  (A) : Prédiction de structure secondaire de la protéine SUN1 murine. (B) Prédiction de propension au 
désordre de la protéine SUN1 murine. (C) Prédiction de structure secondaire de la protéine SUN1 humaine. (D) Prédiction de 
propension au désordre de la protéine SUN1 humaine. (E) Prédiction de structure secondaire de la protéine SUN2 murine. (F) 
Prédiction de propension au désordre de la protéine SUN2 murine. (A,B,C,D,E,F) Les prédictions de structures secondaires ont 
été réalisées grâce au serveur Psipred. La structure prédite est affichée en fonction de la séquence en acides aminés. L'indice de 
confiance de la prédiction est représenté par un gradient de couleur bleue. Les prédictions de propension au désordre grâce au 
serveur Disopred3 (Jones and Cozzetto, 2015). La propension au désordre est représentée en fonction de la séquence en acides 
aminés (courbe bleue). 
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Afin de vérifier ces prédictions, j’ai voulu produire la région 1-139 de SUN1. Le vecteur 

utilisé code pour une étiquette histidine en N-terminal, suivie d’un site de coupure à la 

protéase TEV et de la région N-terminale de SUN1. 

La protéine n’étant pas soluble en bactérie, j’ai également réalisé cette purification 

dans un tampon contenant 8 M d’urée sur une colonne de nickel (Figure 60A). Par la suite, 

afin de retirer l’urée, j’ai réalisé différents tests de dialyse à différentes concentrations de 

protéine (100 M, 50 M, 20 M) mais également différentes concentrations de NaCl (0 mM, 

150 mM, 300 mM, 500 mM). Malheureusement, aucun de ces tests n’a permis d’obtenir la 

protéine à plus de 20 M de concentration finale. Ceci fut tout juste suffisant pour confirmer 

le caractère désordonné de la protéine par RMN comme le montre le spectre 1H15N SOFAST-

HMQC253 présenté sur la Figure 60B, spectre rouge, sur laquelle les déplacements chimiques 

sont situés entre 7.5 et 8.5 ppm.  Cependant, une telle concentration n’est pas suffisante pour 

réaliser une étude d’interaction avec les peptides PreLamC et ProgC.  

 

 

Figure 60 : Purification et analyse par RMN de la protéine SUN1. (A) Gel SDS-PAGE réalisé après purification sur colonne 
d’affinité de nickel dans un tampon contenant 8M d’urée. (B) Superposition d’un spectre 1H15N SOFAST-HMQC253 enregistré 

sur un échantillon à 20 M de la protéine SUN1 après renaturation de la protéine (rouge) et d’un spectre 1H15N SOFAST-
HMQC253 enregistré sur la protéine SUN1 dans 2M d’urée (bleu). Les spectres ont été enregistrés dans un tampon contenant 
20 mM phosphate pH 6.5 ; 150 mM NaCl ; 2mM DTT, 10% D2O et à 283 K et 700 MHz. 
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Il a été possible d’obtenir un spectre RMN 1H15N SOFAST-HMQC253 de SUN1 à 50 M, mais 

uniquement en 2M urée (Figure 60B, spectre bleu). Ce spectre est similaire à celui obtenu sans 

urée. Malheureusement, une étude d’interaction dans un tampon contenant 2M urée est 

impossible.  

 

II.3.1.2.3 RBBP4 

 

La protéine RBBP4 est une chaperone d’histone qui est connue d’après la littérature, pour 

interagir avec la prélamine A ainsi qu’avec la protéine BAF. Cependant, ces interactions ont 

été montrées soit par double-hybride en levure, soit par pull-down ou encore par co-

immunoprécipitation, mais aucun détail moléculaire concernant ces interactions n’est connu. 

Grâce à l’aide du Dr. Pascal Drevet, nous avons produit la protéine RBBP4 en cellules 

d’insectes. 

Après lyse des cellules, et centrifugation, la protéine RBBP4 contenant une étiquette 

histidinea été purifiée sur colonne d’affinité de nickel. La protéine éluée a ensuite été coupée 

à la thrombine pour retirer l’étiquette histidine, puis placée sur une colonne échangeuse 

d’anions et enfin séparée par filtration sur gel. Les gels de purifications sont visibles en Figure 

61, un profil de filtration sur gel est montré en Figure 62. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 61 : Gels SDS-PAGE de la purification de RBBP4. (A) Purification sur colonne d’affinité de nickel. (B) Purification sur colonne 
échangeuse d’anions. L’élution a été réalisée par un gradient de NaCl croissant orienté dans le sens de la flèche. (C) Purification par 
filtration sur gel réalisée dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCl pH8, 150 mM NaCl, 2 mM DTT à l’aide d’une colonne Superdex75 
10/300 GL. Sur tous ces gels, les marqueurs de  poids moléculaire (en kDa) se trouvent dans la colonne « MW ». 
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II.3.2 Etude par RMN des régions C-terminales désordonnées de 

la prélamine A et de la progérine 
 

II.3.2.1. Les deux peptides possèdent une région conservée adoptant 

transitoirement une conformation en hélice  

 

Après production des peptides enrichis aux isotopes stables (15N et 13C) et purification, 

j’ai enregistré des premiers spectres RMN 1H15N HSQC. Dans ces spectres, chaque pic 

correspond à un acide aminé du peptide. Les signaux RMN observés ont tous des 

déplacements chimiques 1H compris entre 7.5 et 8.5 ppm, indiquant le caractère 

intrinsèquement désordonné des peptides (Figure 63). La superposition des spectres RMN 
1H15N HSQC des peptides PreLamC et ProgC montre une bonne superposition que ce soit pour 

les mutants ne comportant pas de cystéines ou pour les spectres des protéines sauvages, 

confirmant que la délétion des 50 acides aminés n’entraîne pas de différence significative de 

conformation entre la PreLamC et ProgC (Figure 63). 

 Une série d’expériences RMN 3D a été enregistrée (HNCACB, HNCA, CBCACONH, 

HNCO, HNCA(N)NH) et l’attribution des signaux RMN 1H, 15N et 13C des peptides a pu être 

réalisée. Tout d’abord, j’ai attribué les spectres RMN des peptides dont les cystéines avaient 

été mutées en alanine254 (Figure 63A). L’attribution a révélé que les signaux RMN 

Figure 62 : Profil de filtration sur gel de la protéine RBBP4 réalisée dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCl pH8 ; 150 mM 
NaCl ; 2 mM DTT avec une colonne Superdex 75 10/300 GL. 
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correspondant à la partie commune des deux peptides (568-606 et 657-664), se superposent 

parfaitement. Seuls les pics correspondant aux acides aminés proches de la délétion ont une 

position différente dans les deux spectres (Ala605, Gln606 et Ser657). Le peptide ProgCCtoA a 

été totalement attribué (100% 1H15N, 100% 13C, 100% 13C, 100% 13CO). Par contre, 

concernant le peptide PreLamCCtoA, une attribution complète ne fut pas possible. Ainsi, 91% 

des paires 1H15N (84/92), 93% des 13C(90/97), 93%des13C (76/82) et 91% des 13CO (88/97) 

ont été attribués. Le seul fragment de plus de 3 acides aminés non attribué correspond à la 

région 645-648, correspondant au site de clivage de la dernière étape de maturation de la 

protéine. L’attribution du peptide ProgCCtoA a ensuite pu être facilement transférée au peptide 

ProgC (Figure 63B). Des expériences d’attribution similaires à celles précédemment 

enregistrées ont néanmoins été réalisées afin de confirmer cette attribution. Ainsi, toutes les 

résonances 1H15N, 13C, 13C e 13CO ont pu être attribuées. Enfin, les attributions combinées 

des peptides PreLamCCtoA et ProgC, ont permis de transférer l’attribution au peptide PreLamC 

(Figure 63C), permettant l’attribution de 82% des paires 1H15N (75/92). 

L’analyse des déplacements chimiques secondaires des 13C et 13C a permis de mettre 

en évidence la présence d’une hélice  partiellement peuplée (ou transitoire) entre les résidus 

576-585254 (Figure 64A). La présence de cette hélice  est observée à la fois dans la progérine 

et la prélamine A, avec et sans cystéines (Figure 64A et B). Par ailleurs, la mesure des nOes 

hétéronucléaires 1H15N enregistrés sur l’échantillon ProgC a permis de confirmer la présence 

d’une structure secondaire résiduelle correspondant à cette hélice transitoire au sein de la 

progérine (Figure 64A). Il est intéressant de noter que cette région en hélice  est très 

conservée en séquence au cours de l’évolution (Figure 55). Il est très probable que cette région 

constitue un site de liaison pour un partenaire de la lamine A.  
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Figure 63 : Spectres RMN 1H15N HSQC des peptides C-terminaux désordonnés de la prélamine A et de la progérine avec et sans 
cystéines (Celli et al., 2018). Chaque pic est associé à un résidu du peptide. Les noms de résidus sont notés dans la couleur 
correspondant au peptide : rouge pour ProgCCtoA, bleu pour ProgC, noir pour PreLamCCtoA et vert pour PreLamC. (A) Superposition 
des spectres 1H15N HSQC de ProgCCtoA (rouge) sur PreLamCCtoA (noir). Les pics de PreLamCCtoA ne se superposant pas à ceux de 
ProgCCtoA, sont indiqués en violet. (B) Superposition des spectres 1H15N HSQC de ProgC (bleu) sur ProgCCtoA. (rouge). (C) 
Superposition des spectres 1H15N HSQC de PreLamC (vert) sur PreLamCCtoA (noir). Les résidus montrant des conformations 
minoritaires dues à l’isomérisation des prolines sont indiqués en violet. Les spectres ont été enregistrés à 600 MHz, 283 K et à 

600 M dans un tampon 20 mM phosphate pH 6.5 ; 150 mM NaCl ; 2 mM DTT, 10% D2O. 
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II.3.2.2. Le peptide C-terminal de la lamine A reste difficile à obtenir sous une 

forme structuralement homogène 
 

Plusieurs échantillons de peptides ProgC et PreLamC ont alors été produits. Si les 

spectres RMN enregistrés sur les échantillons de ProgC ne varient pas, une certaine 

hétérogénéité a été observée entre les différents spectres de PreLamC. Cette hétérogénéité 

a pu être identifiée aussi sur gel SDS-PAGE (Figure 65). 

 

Figure 65 : Gels SDS-PAGE montrant l'hétérogénéité d'un échantillon PreLamC. La colonne MW désigne les marqueurs de taille. 
Les bandes correspondant au peptide natif ou clivé sont indiquées par des flèches. 

Figure 64 : Les régions C-terminales désordonnées de la prélamine A et de la progérine possèdent une région ayant une tendance à 

former une hélice transitoire. (A) La différence entre les déplacements chimiques secondaires des C et des C est représentée en 
fonction de la séquence du peptide ProgC WT (bleu) et du mutant ProgCCtoA (rouge). Les nOes hétéronucléaires 1H->15N sont représentés 
dans l’encadré de droite en fonction de la séquence du peptide ProgC. (B) La différence entre les déplacements chimiques secondaires 

des C et des C est représentée en fonction de la séquence du peptide PreLamC WT (noir). La région caractérisée par plus de 3 résidus 
avec une valeur supérieure à 0.5 est annotée ; elle correspond à une région formant une hélice transitoire en solution. Les expériences 

RMN ont été enregistrées à 600MHz, 283 K et à 450 M dans un tampon 20 mM Phosphate pH6.5 ; 150 mM NaCl ; 2 mM DTT, 10% D2O. 
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La Figure 66 montre une superposition des spectres HSQC de deux échantillons du 

domaine C-terminal de la prélamine, PreLamC et PreLamC-2. Le spectre de l’échantillon 

PreLamC a été enregistré à 600 M tandis que celui de PreLamC-2 a été enregistré à 50 M. 

La comparaison des deux spectres montre clairement une disparition des signaux de la région 

624-644 sur le spectre de PreLamC-2 qui est faiblement concentré. Cette région semble être 

en échange intermédiaire.  De plus, l’encadré sur la figure montre que l’extrémité C-terminale 

native de la prélamine A n’apparait que dans le cas de PreLamC-2. Le caractère natif du C-

terminal a été identifié par superposition du spectre de PreLamC-2 avec celui de ProgC (Figure 

66). L’encadré montrant des niveaux de contours plus élevés révèle également que sur le 

spectre de PreLamC, plusieurs C-termini sont présents, indiquant que des molécules de tailles 

différentes sont produites, comme suspecté à partir du gel SDS-PAGE (Figure 65).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 66 : Spectres RMN 1H-15N HSQC illustrant les difficultés à obtenir un échantillon homogène de PreLamC. (A) 
Superposition des spectres correspondants à deux échantillons PreLamC et PreLamC-2. Le spectre en vert clair correspond à 
l’échantillon PreLamC de Celli et al. (2018), le spectre en vert foncé correspond à un échantillon purifié précédemment dit 
PreLamC-2. La région encadrée est de nouveau représentée en bas à gauche du spectre, mais avec un niveau de contour plus 
bas pour PreLamC. Cet encadré montre que le signal du résidu C-terminal M664 n’apparaissait pas sur la superposition 
principale dans le cas de PreLamC, car cet échantillon comprend des molécules avec plusieurs C-termini différents. (B) 
Superposition des spectres correspondants à PreLamC-2 (vert) et ProgC (bleu). Cette superposition montre que les résidus 
M664 (dans le cas de PreLamC-2) et M614 (dans le cas de ProgC) possèdent le même signal HSQC et donc le même 
environnement structural. En revanche, sur le spectre de PreLamC-2 les résidus de la région 624-644 ne sont pas visibles 
contrairement au spectre de PreLamC (Celli et al., 2018). Cette région semble être en échange conformationnel et donc visible 
uniquement à forte concentration. 

 

Afin d’obtenir la protéine PreLamC en entier, nous avons commandé une nouvelle 

construction codant pour le peptide PreLamC, suivi d’un site de coupure à la protéase TEV, 

d’une étiquette GB1 et d’une étiquette 6 histidines pour la purification (Figure 67 A). Cette 
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construction sera appelée PreLamC-GB1 dans le reste de cette thèse.  Une superposition du 

spectre 1H15N HSQC de PreLamC-2 (vert-foncé) et du spectre de PreLamC-GB1 (saumon) est 

visible en Figure 67B. Les signaux correspondant au peptide PreLamC se superposent 

globalement bien à ceux de PreLamC-GB1, indiquant que la structure du peptide est 

maintenue dans la nouvelle construction. Ceci a été confirmé par le calcul des variations de 

déplacements chimiques combinées (Figure 68) entre le peptide PreLamC et PreLamC-GB1. 

Très peu de variations de déplacements chimiques sont observables entre les deux 

constructions à l’exception de l’extrémité C-terminale, ce qui est dû à l’ajout de l’étiquette 

GB1 qui modifie l’environnement chimique de cette région. Un zoom montre que les glycines 

de la région 624-648, précédemment identifiées comme étant en échange intermédiaire dans 

la construction PreLamC-2 (Figure 66), sont de nouveau visibles sur l’échantillon PreLamC-

GB1, montrant un changement du régime d’échange (Figure 69B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 67 : (A) Schéma illustrant la construction PreLamC-GB1 (saumon). La zone 624-644, en échange intermédiaire dans la 
construction PreLamC, est représentée à l’aide d’une flèche vert-foncé. Les différentes molécules produites dans le spectre de 
PreLamC (Celli et al., 2018), sont indiquées par des encadrés vert-clair. (B) Superposition des spectres 1H15N HSQC de 
l’échantillon PreLamC-2 (vert-foncé) et de PreLamC-GB1 (saumon). Un zoom montre la présence des glycines situées dans la 
région 624-644, en échange intermédiaire dans l’échantillon PreLamC-2, visibles uniquement à haute concentration comme 
dans l’échantillon PreLamC, qui sont également visibles à faible concentration sur l’échantillon PreLamC-GB1, suggérant que 
cette région ne subit pas d’échanges intermédiaires dans cette construction. 
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Figure 68 : Variations de déplacements chimiques combinés entre le peptide PreLamC et PreLamC-GB1 en fonction de la 
séquence en acides aminés. 

 

 L’analyse des intensités des pics 1H15N HSQC des échantillons ProgC et PreLamC-2, 

assimilables à la relaxation transversale T2 des peptides et reflétant leur mobilité interne, 

montre une bonne corrélation entre les régions communes des peptides (Figure 69B). De 

manière intéressante, l’intensité diminue chez les deux peptides dans la région 576-585, 

précédemment identifiée comme ayant une tendance à former une hélice  transitoire 

(Figures 64 et 69A). Cette tendance à adopter une structure transitoire est confirmée par des 

expériences de relaxation tranversale (Figure 69A) enregistrées sur le peptide ProgC. Ces 

expériences montrent que la zone 576-585 possède des valeurs de R2 élevées, c’est-à-dire des 

T2 courts, suggérant des mouvements moléculaires plus lents localement qui peuvent être 

expliqués par une structure transitoire en hélice .  

Une seconde observation a été faite en observant l’intensité des pics HSQC des 

peptides C-terminaux de la prélamine A et de la progérine. En effet, l’intensité des pics 

diminue drastiquement dans la région délétée chez la progérine (Figure 69A). Ceci confirme 

que cette région de la prélamine est en échange intermédiaire. La comparaison de ces profils 

d’intensités avec celui de la PreLamC-GB1 montre une différence flagrante dans la région 

délétée chez la progérine. En effet, les intensités qui étaient précédemment très faibles dans 

l’échantillon PreLamC-2 sont très importantes dans la construction PreLamC-GB1, confirmant 

le changement du régime d’échange (Figure 69B). Une explication possible serait que cette 

région est impliquée dans des interactions intermoléculaires caractérisées par des constantes 

d’échange de l’ordre de la milliseconde dans le cas du peptide PreLamC. En revanche, la 

présence de GB1 augmente la solubilité de la protéine de fusion, empêche ces interactions, et 

dans ce cas, la région impliquée devient mobile sur une échelle de temps rapide (ps-ns). 
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Figure 69 : Intensités mesurées sur les spectres 1H15N HSQC des peptides ProgC, PreLamC-2 et PreLamC-GB1. (A) Superposition des 
intensités en fonction de la séquence, mesurées sur les spectres 1H15N HSQC du peptide ProC (bleu) et PreLamC-2 (vert). (B) Superposition 
des intensités en fonction de la séquence, mesurées sur les spectres 1H15N HSQC des peptides ProgC (bleu), PreLamC-2 (vert) et PreLamC-

GB1 (rouge). La région 576-585 ayant une tendance à former une hélice  transitoire est indiquée par une flèche. 
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II.3.3 Etude de la farnésylation de la prélamine A et de son 

mutant progérine 
 

Lors de sa maturation, la région C-terminale désordonnée de la prélamine A subit une 

modification post-traductionnelle particulière, consistant en l’ajout d’un groupement 

farnésyl, un hydrocarbure naturel. Ce groupement est retiré lors de l’étape finale de la 

maturation mais reste présent chez le mutant progérine. Pour étudier l’impact de cette 

modification chimique sur la structure de cette région désordonnée, j’ai mis au point une 

méthode permettant de farnésyler in vitro les peptides précédemment purifiés.  

 Pour ce faire, j’ai dû mettre au point la purification de l’enzyme responsable de la 

farnésylation, c’est à dire la farnésyl-transférase (Figure 70A). Cette enzyme est constituée de 

deux sous unités, visibles sur le gel SDS-PAGE de purification. Une fois l’enzyme purifiée, j’ai 

incubé la protéine pure à farnésyler, précédemment placée dans un tampon de farnésylation, 

avec l’enzyme ainsi que du farnésyl-pyrophosphate (co-facteur de la réaction) et une grande 

quantité d’agent réducteur pour être certain que la cystéine cible de la modification soit 

réduite.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 70 : Farnésylation de la région C-terminale de la progérine. (A) Gel SDS-PAGE de la farnésyl-transférase purifiée. (B) 
Superposition des spectres 1H15N SOFAST-HMQC253 du peptide progérine avant (bleu) et après farnésylation (rouge). Les pics 
du spectre bleu montrant une perte d’intensité sont annotés. Des flèches indiquent les déplacements des pics correspondants 
aux résidus I663 et M664 dus à la farnésylation . (C) Zoom montrant la superposition des spectres 1H15N SOFAST-HMQC253 de 
l’IgFoldProgérine avant (bleu) et après farnésylation (rouge). (A,B) Les spectres RMN ont été enregistrés à 700 MHz, 283K 
dans un tampon phosphate 20mM pH6.5, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, 10% D2O. 
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 Après farnésylation des peptides, des spectres 1H15N SOFAST-HMQC253 ont été 

enregistrés pour les peptides ProgC, et l’IgFProg. La superposition des spectres du peptide 

ProgC avec et sans farnésylation montre clairement l’apparition de nouveaux signaux et la 

disparition des signaux proches de la cystéine C661 dans la séquence, confirmant que la 

modification a bien eu lieu (Figure 70B). Les mêmes disparitions de signaux sont visibles sur 

les spectres de la ProgC et de l’IgFProg farnésylés (Figure 70B et C). Par contre, les signaux 

correspondant à l’IgFProg farnésylé ne sont pas visibles, ceci est dû à la faible concentration 

de l’échantillon.  Cependant, une grande partie des signaux se superpose très bien, montrant 

que la farnésylation de la région C-terminale de ProgC n’entraine pas de modifications 

structurales profondes.  Par ailleurs, le ratio des intensités entre les spectres 1H15N SOFAST-

HMQC du peptide ProgC avec et sans farnésylation, montre une diminution significative et 

locale de l’intensité des signaux RMN du peptide farnésylé, suggérant un échange 

intermédiaire et donc une interaction transitoire (Figure 71) et expliquant pourquoi les 

signaux farnésylés ne sont pas visibles sur le spectre de l’IgFProg peu concentré (Figure 70C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.3.4 Interactions médiées par les régions désordonnées de la 

prélamine A et de la progérine 

II.3.4.1. Rôle de la région C-terminale désordonnée de la lamine A dans la 

régulation de l’interaction BAF-Lamine A 

 

Je me suis posé la question du rôle de la région C-terminale désordonnée dans la 

progéria. Une hypothèse était que cette région est capable d’interférer avec les interactions 

Figure 71 : La farnésylation de la région C-terminale dépliée du peptide progérine provoque l'apparition d'échanges 
conformationnels autour de la position farnésylée. Ratio des intensités mesurées sur les spectres 1H15N SOFAST-HMQC253 de 
la progérine farnésylée versus non farnésylée en fonction de la séquence. Le site de farnésylation est indiqué par une flèche. 
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normales entre lamines A/C, déstructurant ainsi le nucléosquelette. L’autre hypothèse était 

que cette région est capable d’inhiber l’interaction entre l’IgFold de la lamine A et le dimère 

de BAF. J’ai donc produit et purifié l’IgFold de la lamines A et la protéine BAF. La superposition 

des spectres 1H15N HSQC des peptides PreLamC et ProgC en présence ou non de l’IgFold 

(Figures 72 A et B) ne permet pas d’observer de modification des signaux RMN après ajout de 

l’Igfold, ce qui démontre que les peptides n’interagissent pas avec l’Igfold dans ces conditions.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Cependant, au sein de la prélamine et de la progérine, l’IgFold est relié covalemment 

au peptide C-terminal désordonné, ce qui augmente l’affinité apparente entre les 2 fragments. 

Pour évaluer la possibilité qu’il y ait une interaction transitoire entre l’IgFold et ProgC au sein 

de la progérine, j’ai superposé le spectre 1H15N HSQC de l’IgFold avec le spectre 1H15N HSQC 

du peptide ProgC. Le calcul des variations de déplacements chimiques combinées entre le 

peptide IgFProg et ProgC (Figure 73A) montre clairement une zone perturbée. Ainsi, les 

résidus 571, 572, 573, 577, 580, 582 et 584 semblent être affectés. Ces variations de 

déplacements chimiques ont été mesurées en comparant les déplacements chimiques de 

deux spectres 1H15 HSQC du peptide ProgC à ceux de deux spectres de l’IgFProg . Les variations 

de déplacements chimiques entre les deux échantillons d’IgFProg d’une part et les deux 

échantillons de ProgC d’autre part utilisés pour cette étude sont représentées en Figure 73B, 

pour comparison avec la figure 73A. Il est fort probable que les variations de déplacements 

chimiques observées entre IgFProg et ProgC pour la région 571-573 soient dues à la proximité 

du domaine globulaire dans la construction IgFProg par rapport au peptide ProgC. En 

revanche, les variations de déplacements chimiques observées pour la région 577-584 (aussi 

Figure 72 : Etude des interactions entre les régions C-terminales dépliées des prélamine et progérine et l’IgFold. Superpositions 
des spectres 1H15N HSQC (A) du peptide PreLamC seul (noir) ou avec BAF (rouge) ; (B) du peptide ProgC seul (noir) ou avec IgFold 

(rouge). Ces spectres ont été enregistrés avec 150 M de peptide marqué à l’15N, à 600 MHz et 283 K dans un tampon contenant 
20 mM Phosphate pH 6.5 ; 150 mM NaCl et 2 mM DTT, 10% D2O. 
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illustrées sur la Figure 73C) ne peuvent être expliquées par la proximité en séquence du 

domaine globulaire. Je propose qu’elles soient dues à une interaction transitoire entre le 

domaine globulaire IgFold et la région désordonnée C-terminale.  
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Figure 73 : Interaction transitoire entre la région intrinsèquement désordonnée de la progérine et le domaine globulaire IgFold. (A) 
Variations de déplacements chimiques combinés entre les spectres 1H15N HSQC de la région désordonnée de la progérine seule ou liée à 
l'IgFold. Les résidus montrant une forte variation sont représentés en rouge. (B) Variations de déplacements chimiques combinés observées 
entre les spectres 1H15N HSQC de deux échantillons d’IgFoldProgérine (orange) et entre les spectres 1H15N HSQC de deux échantillons de 
peptide progérine (vert). (C) Superposition des spectres 1H15N HSQC de l’IgFoldProgérine (rose et brun), et du peptide progérine (bleu clair 
et bleu foncé). Les zones correspondant aux acides aminés subissant des variations importantes (en rouge dans (A)) sont encadrées et un 
zoom a été effectué pour visualiser les variations de déplacements chimiques ainsi que les résidus concernés. (A,B,C) Les spectres 1H15N 
HSQC ont été enregistrés à 283K et 600MHz, dans un tampon phosphate 20 mM pH 6.5 ; 150 mM NaCl ; 2 mM DTT ; 10% D2O. 
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 J’ai aussi analysé la superposition des spectres 1H15N HSQC des peptides 

PreLamC et ProgC en présence ou non de BAF (Figure 74). Lorsque j’ai ajouté BAF à mon 

échantillon PreLamC-2, j’ai observé des faibles différences d’intensités mais l’échantillon était 

trop peu concentré pour pouvoir conclure (Figure 74A). Lorsque j’ai voulu répéter l’expérience 

avec une plus grande concentration de PreLamC, je n’ai obtenu que des échantillons 

hétérogènes en C-terminus, et je n’ai pas observé d’interaction avec BAF (Figure 74B). J’ai 

alors décidé de tester l’interaction de PreLamCCtoA avec BAF mais je n’ai toujours pas vu 

d’interaction (Figure 74C). Enfin, j’ai testé l’interaction de ProgC avec BAF et je n’ai pas vu 

d’interaction (Figure 74D). Ainsi, si PreLamC interagit avec BAF, alors cette interaction 

implique le C-terminus du peptide et la cystéine du motif CAAX est essentielle. Pour conclure, 

il faudrait marquer BAF à l’15N et enregistrer un spectre 1H15N HSQC en absence et en présence 

d’un peptide synthétique correspondant au C-terminus de PreLamC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 74 : Etude des interactions entre les régions C-terminales dépliées des prélamine et progérine et 
BAF. Superpositions des spectres 1H15N HSQC (A) du peptide PreLamC-2 seul (noir) et avec BAF (rouge) ; 
(B) du peptide PreLamC seul (noir) et avec BAF (rouge) ; (C) du peptide PreLamCCtoA seul (noir) et avec 
BAF (rouge) ;  (D) du peptide ProgC seul (noir) et avec BAF (rouge). Ces spectres ont été enregistrés à 600 
MHz et 283 K dans un tampon contenant 20 mM Phosphate pH 6.5 ; 150 mM NaCl et 2 mM DTT, 10% 
D2O. 
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Enfin, puisque l’accumulation de progérine restant constitutivement farnésylée 

entraîne l’apparition de la progéria, le groupement farnésyl pourrait permettrait de médier 

une interaction avec le domaine IgFold de la lamine A ou le dimère de BAF, empêchant ainsi 

l’interaction de s’établir. J’ai donc enregistré par RMN des spectres 1H15N SOFAST-HMQC253 

de la région C-terminale désordonnée de la progérine farnésylée (ProgFarn) et marquée 15N, 

en présence ou non de l’IgFold de la lamine A d’une part, et du dimère de BAF, d’autre part. 

La superposition des spectres du peptide ProgFarn seul et avec l’IgFold (Figure 75B) ou avec 

le dimère de BAF (Figure 75A) ne montre aucune modification du signal RMN du peptide après 

ajout du partenaire. En conclusion, la farnésylation du peptide ProgFarn n’augmente pas 

l’affinité du peptide ni pour l’IgFold, ni pour BAF. Le mécanisme régissant la survenue du 

syndrome HGPS pourrait donc ne pas être dû à un empêchement de l’interaction entre l’IgFold 

et BAF. 

 

 

 

Figure 75 : Etude de l’interaction du peptide ProgFarn seul ou en présence de BAF d’une part ou de l’IgFold d’autre part. (A) 
Superposition des spectres 1H15N SOFAST-HMQC253 du peptide ProgFarn seul (bleu) ou en présence de BAF (violet). (B) 
Superposition des spectres 1H15N SOFAST-HMQC253 du peptide ProgFarn seul (bleu) ou en présence de l’IgFold (cyan). Les 

spectres ont été enregistrés à 700 MHz, 283 K, et 150 M de protéines dans un tampon contenant 20 mM phosphate pH 6.5 ; 
150 mM NaCl ; 2 mM DTT, 10% D2O. 
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II.3.4.2. Interaction entre la région C-terminale désordonnée de la lamine A et 

SUN1 

 

Lorsque j’ai voulu tester l’interaction entre les domaines C-terminaux désordonnés de 

la prélamine A et de la progérine et la région N-terminale de SUN1, j’ai été confronté au 

problème de solubilité de cette dernière. En effet, SUN1 étant produit dans les corps 

d’inclusion bactériens, j’ai dû purifier cette protéine en urée. Malheureusement, il m’a été 

impossible de renaturer cette protéine. Cependant, une possibilité pour étudier cette 

interaction aurait été de purifier le complexe formé par SUN1 et la prélamine A. J’ai donc 

purifié le peptide PreLamC in vitro et l’ai mis en contact avec SUN1 1-139 purifié mais toujours 

dans un tampon contenant 8M d’urée. L’objectif était donc de renaturer les deux protéines 

en même temps, l’interaction entre les deux partenaires avait pour finalité de stabiliser SUN1 

1-139 et de permettre sa co-purification. Malheureusement, la protéine a tout de même 

précipité dans ces conditions. Afin de poursuivre dans cette voie, il nous faudrait essayer cette 

même méthode en co-purifiant SUN1 1-139 en présence d’un échantillon de PreLamC 

farnésylé ou de ProgFarn.  

 

II.3.4.3. Etude de l’interaction entre la région C-terminale désordonnée de la 

lamine A avec RBBP4 

 

Afin d’obtenir des informations moléculaires sur l’interaction entre le peptide PrelamC 

et RBBP4, j’ai produit par RMN un échantillon de PrelamC-GB1 marqué à l’azote 15N, et grâce 

au Dr. Pascal Drevet et à Ambre Petitalot, j’ai obtenu RBBP4 purifié. J’ai donc enregistré des 

spectres 1H15N HSQC du peptide PreLamC-GB1 seul ou en présence de RBBP4 (Figure 76). 

Malheureusement, aucun changement ne fut visible sur le spectre, suggérant l’absence 

d’interaction dans nos conditions.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 76 : Etude de l'interaction entre le peptide 
PreLamC-GB1 et RBBP4. Superposition des 
spectres 1H15N HSQC du peptide PreLamC-GB1 
seul (saumon) ou en présence de RBBP4 (bleu). 

Les spectres ont été enregistrés avec 50 M de 
protéine, à 283 K et 700 MHz dans un tampon 
contenant 20 mM phosphate pH 6.5 ; 150 mM 
NaCl ;  2 mM DTT et 10% D2O. 
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En 2009, une étude a montré que BAF était capable de se lier à RBBP4210. J’ai fait 

l’hypothèse que cette interaction est directe. Afin de confirmer cette hypothèse, j’ai réalisé 

en collaboration avec Ambre Petitalot, des expériences de filtration sur gel avec BAF seul ou 

en présence de RBBP4 (Figure 77). Un décalage de volume d’élution est bien visible sur les gels 

réalisés entre BAF seul et en présence de RBBP4, indiquant une interaction entre les deux 

protéines.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

J’ai donc voulu savoir si l’interaction entre la lamine A et RBBP4 ne passait pas par la 

formation d’un complexe avec BAF, permettant aux trois protéines d’interagir ensemble. J’ai 

donc enregistré un spectre 1H15N HSQC du peptide PreLamC-GB1 en présence de BAF et de 

RBBP4 (Figure 78). Malheureusement, aucune interaction n’est visible par RMN dans nos 

conditions.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 77 : Interaction entre RBBP4 et BAF. Filtrations sur gels réalisées à 100 M de protéines dans un 
tampon contenant 50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 2 mM DTT   grâce à une colonne Superdex 75 
10/300 GL. 

Figure 78 : Superposition des spectres 
1H15N HSQC du peptide PreLamC-GB1 
seul (saumon) ou en présence de BAF 
et RBBP4 (cyan). Les spectres ont été 

enregistrés avec 50 M de protéines, 
à 283 k et 700 MHz dans un tampon 
contenant 20 mM phosphate pH 6.5 ; 
150 mM NaCl ; 2 mM DTT ; 10% D2O. 



109 
 

 Ainsi, dans nos conditions, la protéine RBBP4 interagit faiblement avec BAF, et 

n’interagit pas avec la région 567-664 de la lamine A. Et le complexe entre RBBP4 et BAF 

n’interagit pas non plus avec cette région C-terminale de la lamine A. 
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III. Discussion 
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Les protéines intrinsèquement désordonnées jouent, grâce à leurs caractéristiques 

uniques, des rôles essentiels dans les mécanismes biologiques tels que la signalisation 

cellulaire, l’expression des gènes ou encore le remodelage de la chromatine. Au cours de ma 

thèse, je me suis intéressé aux IDR de protéines impliquées dans l’architecture de l’enveloppe 

nucléaire : l’émerine et la prélamine A ainsi qu’à leurs partenaires.  

L’émerine est impliquée dans la résistance du noyau aux stress mécaniques au cours 

desquels elle est phosphorylée pour augmenter la résistance du noyau à ces stress104. Dans la 

littérature, il est décrit que l’émerine est capable de s’auto-assembler.  L’émerine pourrait 

ainsi adopter une conformation « up » qui lui permettrait de s’auto-associer et d’interagir avec 

ses partenaires à l’enveloppe nucléaire, tandis que sa conformation « down » permettrait son 

interaction avec la protéine BAF associée à l’ADN110. La conformation « up » résulterait de son 

auto-assemblage, qui mettrait en jeu des interactions inter-moléculaires impliquant les 

résidus 1-132 et 170-220. Il a été montré dans notre équipe que l’émerine pouvait s’associer 

sous forme d’oligomères in vitro111. Sous cette forme, l’émerine est capable d’interagir 

directement avec la lamine A229. Ces résultats suggèrent que les oligomères observés in vitro 

ne sont peut-être pas ceux qui se trouvent à l’enveloppe nucléaire, mais qu’ils contiennent 

une sous-structure fonctionnelle qui elle doit être présente dans les cellules. Je me suis alors 

intéressé au rôle de la région désordonnée de l’émerine dans la formation de ces oligomères.  

La région désordonnée de l’émerine participe à l’assemblage de deux types de filaments  

L’émerine possède un domaine LEM structuré (résidus 1 à 49), suivi d’une grande 

région prédite comme désordonnée (résidus 50 à 221) et d’un domaine transmembranaire 

(résidus 222 à 254). Isaline Herrada a montré que l’émerine 1-187 est capable de s’auto-

assembler111. J’ai montré que l’émerine 67-221 est aussi capable de s’auto-assembler, alors 

que le fragment 67-187 reste toujours monomérique dans nos conditions229. Ainsi, je peux 

conclure que la région prédite comme désordonnée est impliquée dans l’auto-assemblage de 

l’émerine et que deux mécanismes d’assemblage sont possibles, l’un nécessitant le fragment 

1-66 et l’autre le fragment 188-221. 

Afin de comprendre comment ces filaments s’assemblent, j’ai tout d’abord caractérisé 

la structure 3D des fragments 1-187 et 67-221 monomériques. Pour cela, j’ai utilisé la 

Résonance Magnétique Nucléaire qui permet de décrire la conformation d’une protéine en 

solution, qu’elle soit complètement dépliée, partiellement repliée ou complètement repliée. 

En collaboration avec Camille Samson, j’ai montré que le fragment 1-187 comprend bien un 

domaine LEM replié en N-terminal, puis une grande région déstructurée incluant une petite 

hélice  partiellement peuplée entre les acides aminés 98 et 101. Le fragment 67-221 est 

globalement déstructuré229. J’ai attribué les signaux RMN de sa région 67-170, qui ne 

comporte pas de structure secondaire détectable à part l’hélice  transitoire entre les acides 

aminés 98 et 101250. Il reste à attribuer et caractériser plus précisément au niveau structural 

la région 171-221. Cependant, cette région contient une séquence poly-sérine entre les acides 
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aminés 185 et 199 (12 sérines parmi 16 résidus) qu’il sera certainement difficile d’attribuer de 

manière non ambigüe. 

Puis, comme Camille Samson avait alors montré que les oligomères d’émerine 1-187 

étaient fonctionnels (ils sont capables d’interagir directement avec le domaine IgFold de la 

lamine A/C), je me suis concentré sur le mode d’auto-assemblage de l’émerine 1-187. Camille 

Samson avait montré que les fragments 1-187 mais aussi 1-132 étaient capables de s’auto-

assembler, et Isaline Herrada avait montré que le fragment 1-187 ayant perdu ses acides 

aminés 95 à 99 (une délétion causant la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss) restait 

monomérique dans nos conditions111,251. L’auto-assemblage nécessite donc à la fois la région 

1-66, contenant le domaine LEM, et la région 95-99, contenant la petite hélice  transitoire. 

De manière intéressante, Nada Essawy avait identifié un autre mutant de l’émerine, delK37 

(une délétion causant des atteintes cardiaques), dont le domaine LEM est désordonné et qui 

s’auto-assemble avec une cinétique plus rapide que celle de l’émerine WT251. C’est ainsi que 

j’ai émis l’hypothèse d’un changement de structure du domaine LEM durant la formation des 

filaments de l’émerine. Afin de valider cette hypothèse, j’ai produit un mutant de l’émerine 1-

132 (Y4CE35C) dans lequel j’ai créé un pont disulfure artificiel en mutant les résidus 4 et 35 en 

cystéine. Ce mutant est produit sous forme oxydée afin de maintenir le domaine LEM sous 

forme repliée. La structure repliée du domaine LEM de ce mutant a pu être validée par 

RMN251.  Les expériences de cinétiques de fluorescence à la thioflavine T ont montré que ce 

mutant n’était pas capable de former de filaments lorsqu’il est oxydé. Cependant, après ajout 

d’un agent réducteur, le domaine LEM se déplie (les signaux RMN se déplacent vers le centre 

du spectre, correspondant aux déplacements chimiques de protéines désordonnées). Les 

expériences de cinétique par fluorescence à la thioflavine T ont montré que le mutant, une 

fois réduit, pouvait former des filaments avec la même cinétique que l’émerine WT. En 

conclusion, un changement de conformation du domaine LEM de l’émerine est nécessaire 

pour obtenir la formation des filaments.  

Seule l’équipe du Dr. K. Wilson a aussi cherché à identifier quels sont les mécanismes 

responsables de l’auto-assemblage de l’émerine110. Leurs résultats prouvent que les régions 

1-132 et 170-220 sont capables de s’associer avec l’émerine 1-220 mais aussi avec son 

fragment 170-220. Ceci est compatible avec nos observations que 3 régions contiennent des 

motifs essentiels à l’auto-assemblage : les régions 1-66, 95-99 et 188-221. De plus l’équipe de 

K. Wilson montre que les fragments d’émerine 1-132 mais aussi 159-220 sont capables de se 

lier directement à la région queue de la lamine A/C110. Suivant nos observations qui montrent 

que l’émerine doit s’auto-associer pour interagir avec la région queue de la lamine A/C, ces 

résultats impliqueraient que les régions 1-132 et 159-220 sont capables de s’auto-associer, ce 

qui est encore compatible avec nos résultats. Enfin, l’équipe de K. Wilson montre par 

surexpression d’émerines étiquettées dans des cellules exprimant l’émerine WT et 

coimmunoprécipitation que la région la plus critique pour l’auto-assemblage de l’émerine est 

la région 187-220110. J’ai montré de manière cohérente que l’émerine 67-221, mais pas 67-

187, était capable de s’auto-assembler plus rapidement que l’émerine 1-187. De manière 
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intéressante, cette équipe montre aussi de la même façon que la délétion de la région 168-

186 facilite l’auto-assemblage : est-ce parce que les différents motifs nécessaires à l’auto-

assemblage sont alors plus proches les uns des autres ? Cependant ce mutant s’agrège au sein 

de foyers proches de la membrane nucléaire. Alors qu’en l’absence des 3 régions que nous 

avons identifiées comme nécessaires à l’auto-assemblage (notées L, M et R dans leur étude), 

l’émerine a tendance à rester dans le réticulum endoplasmique / cytoplasme. L’auto-

assemblage de l’émerine semble donc nécessaire à sa localisation nucléaire. 

Comment la phosphorylation de l’émerine régule son auto-assemblage ? 

Notre analyse structurale de l’émerine est limitée par au moins 2 choix que nous avons 

fait pour simplifier notre étude: (1) nous avons travaillé avec la région nucléoplasmique de 

l’émerine, en absence de la région transmembranaire ; or la région nucléoplasmique seule 

(résidus 1 à 221) n’est pas soluble à une concentration supérieure au micromolaire, il a donc 

fallu l’étudier en la fragmentant en deux segments qui se chevauchent : les segments 1-187 

et 67-221 ; (2) nous avons travaillé avec une émerine non modifiée ; or les études de 

spectrométrie de masse montrent que l’émerine est très fortement phosphorylée à la fois en 

interphase et pendant la mitose248; ces phosphorylations influencent très probablement sa 

structure locale et sa capacité à s’auto-assembler. En particulier, il a été montré qu’après un 

stress mécanique, l’émerine est phosphorylée sur ses tyrosines 74 et 95, et ceci est essentiel 

pour la réponse du noyau à ce stress104. Or la tyrosine 95 appartient à un motif important pour 

l’auto-assemblage de l’émerine 1-187. Cette phosphorylation pourrait empêcher ou faciliter 

l’auto-association de l’émerine. 

Comme j’ai attribué les signaux RMN du fragment 1-170 de l’émerine, il est maintenant 

possible d’utiliser cette attribution pour identifier in vitro quels résidus de l’émerine sont 

phosphorylés par les kinases régulant sa fonction. A titre d’exemple, je vous présente des 

expériences préliminaires que j’ai réalisées en collaboration avec Nada Essawy dans l’équipe. 

Nous avons incubé le fragment d’émerine 1-187 marqué à l’azote 15N avec les kinases PKA, 

p38 et PLK1, prédites comme phosphorylant l’émerine (et dans le cas de PLK1 par exemple, la 

voie de signalisation dépendante de cette kinase est défectueuse dans les cellules n’exprimant 

pas d’émerine255). La Figure 79 montre les expériences RMN 2D 1H-15N HSQC enregistrées 

après phosphorylation avec les différentes kinases. Je peux maintenant identifier les pics de 

sérine et thréonine ayant été fortement déplacé sur le spectre du fait de la phosphorylation, 

ainsi que les pics des résidus voisins dont l’environnement chimique est modifié lors de la 

phosphorylation du peptide. De cette manière, il apparait par exemple que PKA phosphoryle 

tout d’abord la sérine S120 alors que PLK1 phosphoryle préférentiellement la thréonine T67. 

Une fois ces évènements de phosphorylation bien caractérisés, il sera possible d’analyser leur 

impact sur la structure 3D et l’auto-assemblage de l’émerine. 
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Les régions C-terminales de la lamine A et de la progérine forment une hélice  transitoire 

conservée en séquence  

 Après avoir étudié la structure des filaments formés par l’émerine et permettant son 

interaction avec la lamine A, je me suis intéressé à la région C-terminale désordonnée qui est 

spécifique de la prélamine A (résidus 567-664). Cette région subit une série d’événements de 

maturation et notamment l’ajout d’un groupement farnésyl sur la cystéine 661, qui sera par 

la suite retiré par l’enzyme Zmpste24 (coupure entre les résidus 646 et 647) pour former la 

lamine A mature. Un mutant de la lamine A, G608G, ne comporte plus le site de clivage 

nécessaire pour retirer le groupement farnésyl en fin de maturation. Par conséquent, ce 

mutant reste constitutivement farnésylé. La présence de ce mutant, appelé progérine, est un 

phénomène naturel lié au vieillissement cellulaire, cependant, son accumulation entraîne la 

survenue d’un syndrome de vieillissement accéléré appelé progéria.   

 Afin d’étudier les différences structurales entre les régions C-terminales désordonnées 

de la prélamine A et de la progérine, j’ai produit, purifié et étudié par RMN les régions 567-

664 pour la prélamine A (PreLamC), et 567-614 pour la progérine (ProgC). J’ai confirmé le 

caractère déplié de ces peptides. De plus, l’étude des déplacements chimiques secondaires 

Cet C montre la présence d’une structuration transitoire en hélice  dans la région 576-

585, commune à la prélamine A et à la progérine. La présence de cette hélice  transitoire et 

Figure 79 : Analyse par RMN des phosphorylations de l'émerine 1-187 par différentes kinases. Les spectres de l’émerine 
phosphorylée sont affichés en différentes couleurs selon la kinase utilisée : bleu pour p38, rouge pour PLK1 et vert pour PKA. 

Ils résultent d’expériences 1H15N SOFAST-HSQC enregistrées avec 100 M d’émerine 1-187, à 700 MHz, 303 K, dans un tampon 
contenant 20 mM phosphate pH 6.8 ; 30 mM NaCl ; 2 mM DTT. Les pics correspondants aux résidus phosphorylés sont montrés 
dans le zoom de droite : ce sont les pics qui ne sont pas présents dans le spectre de référence, en noir, enregistré sur un 
échantillon d’émerine avant phosphorylation. Le nombre de ces pics correspond au nombre de résidus phosphorylés. 
L’identification des pics du spectre de référence ayant disparu lors de la phosphorylation permet de connaitre quels sont les 
résidus phosphorylés par la kinase. 
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conservée en séquence suggère un site de liaison à un partenaire. La séquence 581-584 est 

reconnue par le serveur ELM (pour Eukaryotic Linear Motif : https://elm.eu.org) comme un 

motif di-arginine de rétention au réticulum endoplasmique. Elle contient la mutation R582H, 

trouvée chez une famille avec un FPLD atypique256.  

 Enfin, j’ai montré que l’hélice  transitoire était capable d’interagir aussi de manière 

transitoire avec le domaine Igfold au sein de la région queue de la progérine. En effet, la 

comparaison des spectres 1H15N HSQC du peptide ProgC et de la queue de la progérine IgFProg 

met en évidence des variations faibles mais significatives des signaux RMN de la région 577-

584 entre ces deux fragments de progérine, variations qui s’expliquent par un environnement 

chimique différent de cette région dans les deux fragments. Une telle interaction 

intramoléculaire pourrait permettre de réguler l’affinité de la progérine pour ses partenaires, 

qui doivent déplacer cette interaction pour pouvoir interagir avec l’Igfold ou la région 577-

584. Cependant cette interaction reste faible : si l’Igfold n’est pas lié covalemment au peptide 

ProgC, je n’ai pas observé d’interaction entre ces deux régions de la progérine, que le peptide 

ProgC soit non modifié ou même farnésylé. 

 

La région C-terminale de la progérine n’empêche pas l’interaction entre le domaine lgfold 

et le dimère de BAF 

 Récemment, Camille Samson au laboratoire a résolu la structure par cristallographie 

aux rayons X du domaine IgFold de la lamine A en complexe avec le domaine LEM de l’émerine 

et le dimère de BAF229 (Figure 80). Camille Samson a également montré que plusieurs mutants 

de la lamine A associés à des syndromes progéroides autosomaux récessifs (A529V, R471C, 

R527H, K542N et R435C) possèdent un défaut d’interaction avec le dimère de BAF229. Ainsi 

chez les patients atteints de ces pathologies, la lamine A, qui est mutée sur les deux allèles, lie 

de manière moins efficace la protéine BAF. Ceci s’explique par le fait que les mutations sont 

toutes situées à l’interface entre l’IgFold et le dimère de BAF.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 80 : Structure cristallographique du domaine IgFold de la lamine A/C (gris, gauche) en interaction avec le dimère de 
BAF (bleu et bleu-clair, centre) lui-même en interaction avec le domaine LEM de l’émerine (bleu foncé, droite) (Code PDB : 
6GHD). 
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La progéria HGPS est une maladie dominante. Je me suis quand même demandé si un 

défaut d’interaction entre la lamine A et BAF pouvait aussi contribuer à ce syndrome de 

vieillissement prématuré. J’ai donc supposé que la présence de la progérine pouvait empêcher 

toute interaction entre la lamine A normale et BAF. Plus précisément, il est possible que la 

région C-terminale désordonnée de la progérine agisse comme élément de régulation en se 

glissant à l’intérieur de l’interface entre les deux partenaires et, par interaction avec l’un des 

deux partenaires, empêche la formation de ce complexe. J’ai donc étudié l’interaction de la 

queue de la progérine IgProg ou du peptide ProgC avec l’Igfold et BAF. Le peptide ProgC ne lie 

pas l’Igfold, comme déjà dit plus haut. Et l’IgProg lie très bien BAF, ainsi que montré par ITC 

par Camille Samson (Figure 81). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Enfin, le peptide ProgC ne lie pas BAF, comme je l’ai vérifié par RMN. J’ai également testé 

l’interaction entre le peptide ProgFarn et le dimère de BAF mais sans pouvoir observer 

d’interaction. Enfin, des résultats préliminaires que j’ai obtenus par RMN montrent que 

l’IgFProg farnésylé est toujours capable d’interagir avec BAF. Ceci suggère donc que le 

mécanisme par lequel la progérine est pathologique ne passe pas par une absence 

d’interaction entre l’IgFold et le dimère de BAF.  

Cependant l’idée que la progérine farnésylée capture la lamine A endogène et 

empêche ses interactions avec d’autres partenaires est présente dans la littérature. En 

particulier, Lee et al. 2016257 propose d’utiliser des inhibiteurs de l’interaction entre progérine 

et lamine A/C pour améliorer le phénotype des patients HGPS. 

 

Figure 81 : Courbe de titration suivie par ITC, illustrant 
l’interaction entre le fragment IgFProg (domaine Igfold et 
région C-terminale de la progérine) et BAF. Injections 

successives de 10 l d’IgFProg concentré à 120 M dans 

une solution de BAF concentré à 24 M. Toutes les 
protéines ont été dialysées contre le même tampon 

contenant 20 mM Tris-HCl pH8, 150 mM NaCl , 10 mM -
mercaptoethanol et des inhibiteurs de protéase Roche®. 
Les expériences ont été faites à 288 K. 
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Quels partenaires pour la région C-terminale spécifique à la lamine A ? 

La région C-terminale désordonnée de la prélamine A, et plus particulièrement le 

fragment 562-664, interagit avec la protéine RBBP4, membre du complexe NuRD. Cette 

interaction n’est pas retrouvée dans le cas de la progérine non farnésylée210. Par ailleurs, la 

protéine SUN1 a également été caractérisée comme liant la lamine A mais pas la progérine112. 

Cependant, une seconde étude a montré que la farnésylation de la lamine A augmentait 

l’affinité de l’interaction et permettait à la progérine d’interagir avec SUN1169.  

Afin d’étudier l’interaction de la région C-terminale de la lamine A avec RBBP4, j’ai 

produit les peptides PreLamC et PreLamC-GB1 marqués à l’azote 15N. Il m’a été très difficile 

d’obtenir un échantillon pur et concentré du peptide PreLamC. J’ai donc choisi de produire 

PreLamC-GB1. Dans ce cas, les rendements sont très faibles, mais la protéine obtenue est 

pure. En parallèle, RBBP4 a été produit en cellules d’insectes sur la plateforme de production 

de protéines du laboratoire (Resp. : Pascal Drevet). La purification a montré une tendance de 

la protéine à dimériser avant la coupure de l’étiquette 6His. Ambre Petitalot a donc mis au 

point un protocole de purification en 3 étapes, qui comprend une étape de coupure de 

l’étiquette à la thrombine. J’ai alors testé l’interaction entre le peptide PreLamC-GB1 marqué 

à l’azote 15N et le monomère de RBBP4 par RMN. Aucune interaction n’a été observée. RBBP4 

étant connue pour interagir avec BAF (dans un extrait cellulaire) et la lamine étant également 

un partenaire de BAF, j’ai envisagé la possibilité de former un complexe à trois entre PreLamC-

GB1, BAF et RBBP4. Ainsi, j’ai testé par RMN l’interaction entre le peptide PreLamC-GB1 

marqué 15N et les deux autres partenaires. A nouveau, aucune interaction n’a été observée.  

La première hypothèse que l’on peut émettre pour expliquer ces observations est que 

notre peptide contient les acides aminés 567 à 664 de la prélamine A. Or l’interaction avec 

RBBP4 a été vue par double hybride en levure en utilisant le fragment 562-664 de la prélamine 

A comme appât210. La séquence 562-566 est : LHHHH.  Cette séquence est peut-être 

essentielle à l’interaction avec RBBP4. Cette hypothèse est renforcée par l’observation que 

RBBP4 avec une étiquette 6His a tendance à dimériser. Je voudrais donc maintenant tester 

l’interaction des fragments 389-646 de la lamine A (comprenant l’Igfold et la région C-

terminale mature), 389-664 (comprenant l’Igfold et la C-terminale de la prélamine A) et 

IgFProg avec RBBP4. La deuxième hypothèse est que la présence de la protéine GB1 gène la 

reconnaissance des derniers résidus de PreLamC, essentiels à l’interaction avec RBBP4. J’ai 

donc commandé des peptides synthétisés chimiquement correspondants aux 15 derniers 

résidus de PreLamC et ProgC. Je voudrais tester l’interaction de RBBP4 avec ces peptides. 

Enfin, j’ai montré que RBBP4 interagit faiblement mais spécifiquement avec BAF. Si une 

interaction directe entre RBBP4 et la lamine A est observée, il faudra alors tester si BAF est 

capable de stabiliser cette interaction. 

 Concernant la protéine SUN1, j’ai tenté de produire et de purifier le fragment N-

terminal 1-139 de SUN1 murin. Cependant, la purification s’effectuant dans l’urée, je n’ai 

jamais réussi à renaturer la protéine sans qu’elle précipite. J’ai donc essayé de mettre SUN1 
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1-139 en contact avec le peptide PreLamC avant la renaturation. Ceci, dans le but de stabiliser 

le complexe au cours de la dialyse. Malheureusement, la protéine a tout de même précipité 

dans ces conditions. Comme, dans la littérature, une interaction plus forte est décrite lorsque 

la prélamine est farnésylée169, et une interaction est observée dans le cas de la progérine 

farnésylée169, peut-être qu’une renaturation du fragment 1-139 de SUN1 en présence du 

peptide PreLamC farnésylé ou ProgC farnésylé permettrait d’obtenir le complexe sous forme 

soluble. 

La région C-terminale spécifique à la lamine A contribue-t-elle à la formation de foyers 

nucléoplasmiques de lamine A ?  

 Malgré les difficultés rencontrées lors de l’expression et la purification de PreLamC, j’ai 

pu caractériser la structure et la dynamique de ce peptide ainsi que de son mutant ProgC. 

L’analyse des intensités mesurées sur les spectres 1H15N HSQC enregistrés sur les peptides 

PreLamC et ProgC nous donne une information sur la dynamique interne du peptide, à 

l’échelle du résidu, qui est assimilable à des mesures de relaxation transversale (T2). Ces 

mesures m’ont permis de mettre en évidence que les régions situées avant la délétion de 50 

acides aminés chez la progérine, possédait la même mobilité dans les deux constructions. 

Cependant, la région spécifique à la lamine A subit une forte diminution d’intensité dans la 

construction PreLamC, ce qui indique une différence de mobilité par rapport au reste de la 

molécule. Cette diminution d’intensité peut être expliquée par la présence d’interactions 

intermoléculaires transitoires possédant des constantes d’échange de l’ordre de la 

milliseconde. De manière intéressante, le construit de la région C-terminale dépliée de la 

prélamine A possédant une étiquette GB1 en C-terminal (PreLamC-GB1) ne possède plus ce 

comportement. J’ai donc fait la supposition que la présence de l’étiquette GB1 empêche 

l’apparition d’interactions transitoires entre molécules de PreLamC. Il est alors possible 

d’observer la région 600-635 du peptide, caractérisée par une hausse d’intensité du signal 

RMN par rapport au reste du peptide PreLamC-GB1. Cette hausse d’intensité reflète des 

mouvements d’amplitude particulièrement importante sur une échelle de temps rapide (de la 

picoseconde à la nanoseconde). Il est important de noter que cette région 600-635 contient 

28% de glycines et 31% de sérines, ce qui explique sa flexibilité.  

  J’ai obtenu récemment des résultats préliminaires par RMN et microscopie 

électronique à partir desquels je pense que le peptide PreLamC est capable de former des 

objets de grande taille par transition de phase (Figure 82). En effet, le peptide PreLamC 

concentré à 450 M pour la RMN peut évoluer en une nuit pour former des structures au sein 

desquelles la majorité des glycines et sérines sont en échange intermédiaire du point de vue 

de la RMN (Figure 82A). Ces structures sont de haut poids moléculaire ainsi que révélé par 

chromatographie (Figure 82B) et montrent une organisation de type gouttelette lipidique par 

microscopie électronique (Figure 82C). Les régions responsables des interactions 

intermoléculaires dans ces structures sont des zones riches en glycines et sérines : résidus 

599-606, 612-619 et 626-636, présents uniquement chez la prélamine A. Il me faudrait 
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maintenant confirmer ces résultats.  De plus, il reste à montrer que la région PreLamC est 

capable d’induire des interactions transitoires entre lamines et/ou des transition de phase 

lorsqu’elle se trouve au sein des prélamine et/ou lamine A entières. 

 

 

Figure 82 : Le peptide PreLamC est capable de former des structures de haut poids moléculaire. (A) Superposition des spectres 
1H15N HSQC du peptide PreLamC monomérique (noir) et oligomérique (rouge), montrant qu’une majorité de glycines et sérines 
sont en échange intermédiaire dans le spectre rouge (leurs pics ne sont plus visibles). (B) Profil de filtration sur gel illustrant la 
présence d’objets de grande taille dans l’échantillon donnant le spectre RMN affiché en rouge (courbe rouge) en comparaison 
du profil de filtration sur gel du peptide PreLamC donnant le spectre RMN affiché en noir (courbe bleue). (C) Images de 
microscopie électronique du pic purifié d’objets de grande taille, révélant la présence de structures de type gouttelettes 
lipidiques. L’agent de contraste est l’acétate d’uranyl.   

  

Cependant, ces résultats rappellent certaines observations publiées sur l’organisation 

des lamines en cellules. En effet, plusieurs études ont montré que la progérine non farnésylée 

pouvait former des agrégats nucléoplasmiques ressemblants à des gouttelettes lipidiques et 

que la lamine A/C endogène colocalisait alors avec la progérine dans ses foyers258,259. Il a aussi 

été suggéré que la phosphorylation de la sérine 22 par CDK4/6 permettrait à la lamine A de 

quitter la membrane nucléaire et d’aller réaliser ses fonctions nucléoplasmiques par le biais 

de la formation de transitions de phase165. La surexpression de mutants de lamine A causant 

des myopathies induit aussi la formation de foyers nucléoplasmiques contenant prélamine A 

et lamine A260. D’autres publications ont mentionné que la lamine A/C était présente dans des 

foyers nucléoplasmiques dans certaines conditions, comme après choc thermique en 

colocalisation avec des chaperones261. Enfin, la lamine A a été identifiée comme présente dans 

les plaques amyloïdes et dans les enchevêtrements neurofibrillaires observés dans la maladie 

d’Alzheimer256,262.  
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Conclusion-Perspective 

 Au cours de ma thèse, j’ai donc caractérisé la région désordonnée de l’émerine et 

montré son implication dans l’auto-association de la protéine. Cette auto-association est 

primordiale pour permettre à l’émerine d’interagir avec la lamine A. La région désordonnée 

de l’émerine étant la cible de modifications post-traductionnelles, il serait intéressant 

d’étudier l’impact de ces modifications chimiques sur la capacité de l’émerine à s’auto-

assembler, ainsi que sur la structure des oligomères formés.  

Concernant la région C-terminale désordonnée de la lamine A, j’ai montré la présence 

d’une hélice  transitoire dans la région commune aux régions C-terminales désordonnées de 

la prélamine A et de son mutant progérine, impliqué dans la progéria. Je propose de 

commander des peptides codant pour la région formant cette hélice et de réaliser des 

expériences de pull-downs en présence d’extraits nucléaires afin d’identifier les partenaires 

potentiels de cette région. Par ailleurs, j’ai montré que la prélamine A a une tendance à s’auto-

assembler grâce à la région absente dans la progérine. Cette différence de comportement, 

ajouté au fait que la progérine est farnésylée en permanence, pourrait être responsable des 

défauts de localisation de la progérine et de la lamine A en présence de progérine, ainsi que 

des défauts d’interaction de ces protéines. Ainsi, il serait intéressant de poursuivre cette étude 

et d’affiner les conditions permettant à la lamine A de s’agréger et de former les transitions 

de phase que je suspecte.  

 Enfin, l’interaction entre le nucléosquelette et la chromatine / les protéines associées 

à la chromatine est défectueuse chez les patients atteints de progéria, mais aucun détail 

moléculaire n’est disponible sur ces interactions. Je propose de pousser plus loin l’analyse des 

interactions entre la région queue de la lamine A, RBBP4 et BAF, sur la base de mes résultats 

préliminaires, afin de comprendre comment des mutations dans la lamine A et BAF peuvent 

impacter la formation de ce complexe chez les patients atteints de syndromes progéroides. 
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IV.1. Production des échantillons protéiques 

IV.1.1 Tampons utilisés 
 

Tampon C : 50 mM Tris-HCl, pH 8, 30 mM NaCl, 30 mM imidazole 

Tampon C8 : Tampon C contenant 8M d’urée 

Tampon RMN : 20 mM phosphate de sodium, 150 mM NaCl, 5 mM DTT 

Tampon de farnésylation : 50 mM Tris-HCl, pH 8, 20 mM KCl, 5 mM MgCl2, 10 M ZnCl

Tampon de lyse : 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 40 mM imidazole, 5% glycerol, 1% 

Triton X-100, and 1 mM phenylmethanesulfonylfluoride 

 

 

IV.1.2 Production des protéines à partir des corps 

d’inclusion 
 

Les échantillons d’émerine, de SUN1 et de BAF ont été produits en cellules de E.coli 

BL21 (DE3) à 37°C en présence de kanamycine avec une induction sur la nuit à 20°C après ajout 

d’1 mM IPTG. Les cultures ont été centrifugées 30 min à 3500 rpm (rotor Beckman JA 8100, 

centrifugeuse Beckman Coulter) afin de récupérer les cellules. Les culots ont été stockés dans 

du tampon de lyse. Après lyse du culot bactérien, les extraits cellulaires ont été centrifugés 

durant 30 min à 20 000 rpm (rotor Beckman JA 25.50, centrifugeuse Beckman Coulter). Le 

culot récupéré a ensuite été repris dans 20 ml de tampon C8 et incubé durant 1h à 

température ambiante sous agitation. Une seconde étape de centrifugation de 30 min à 20 

000 rpm a été effectuée pour récupérer le surnageant et l’incuber sur colonne de nickel 

(toutes ces protéines possédant une étiquette histidine). Après lavage avec du tampon C8, 

l’élution a été faite grâce à l’ajout de tampon E8. Les protéines ont ensuite été dialysées par 

bains successifs dans du tampon C contenant 30 mM NaCl pour l’émerine et 150 mM NaCl 

pour SUN1 et BAF (1 bain sur la nuit, puis deux fois 2h). 

 

IV.1.3 Production des échantillons solubles 
 

Pour les échantillons des différentes constructions de lamine A, de progérine ainsi que 

pour la farnésyl-transférase, les cellules bactériennes ont été transformées et mises en culture 

à 37°C en présence de kanamycine à l’exception de l’IgFold et de l’IgFoldprogérine qui 
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possèdent un gène de résistance à l’ampicilline.  L’induction a été réalisée à l’aide d’1 mM 

IPTG et durant 3h à 37°C pour les constructions des peptides prélamine A et progérine. Les 

Igfold et IgFoldprogérine ainsi que la farnésyl-transférase ont été induits sur la nuit à 20°C. 

Pour la farnésyl-transférase, l’induction a été réalisée par ajout de 0,1 mM IPTG.  

Pour les différentes constructions de lamine, à l’exception de la prélamine-GB1, les 

cellules ont été stockées dans du tampon de lyse, lysées puis centrifugées 30 min à 3500 rpm 

(rotor Beckman JA 8100, centrifugeuse Beckman Coulter). Le vecteur utilisé est Le surnageant 

a ensuite été incubé sur billes de GST équilibrées dans du tampon 1 durant 2h à 4°C après 

ajout de 5 mM DTT. Après lavage à dans du tampon de lavage, les peptides prélamine A et 

progérine ont été clivés sur colonne directement par ajout de protéase TEV et de 5 mM DTT 

durant 3h à 4°C. Le flow-through est ensuite récupéré. Après concentration, une précipitation 

à la chaleur (15 min à 95°C) est réalisée pour retirer les contaminants structurés par 

centrifugation 20 min à 20 000 rpm. Le surnageant est récupéré, concentré et passé sur 

colonne de filtration sur gel, équilibrée dans le tampon de RMN pour permettre une étude 

structurale. Les constructions d’IgFold et d’IgFoldprogérine ont été éluées après lavage et 

dialysées contre du tampon C, après concentration, une coupure à la protéase TEV a été faite 

durant 3h à 4°C. Une étape de filtration sur gel a ensuite été effectuée après équilibration 

dans du tampon RMN pour permettre une étude structurale.  

Concernant la farnésyl-transférase et la prélamine-GB1, le surnageant a été placé sur 

colonne de nickel (les protéines possédant une étiquette histidine). Après incubation durant 

2h à 4°C, un lavage a été fait avec du de lavage, puis les protéines ont été éluées sans coupure 

dans du tampon C.  

Pour la protéine RBBP4, le culot (Uniprot : Q09028) nous a été donné par le Dr. Pascal 

Drevet après clonage à partir d’un vecteur pFBDM codant pour une étiquette 6-histidines ainsi 

que pour un site de coupure à la thrombine (fourni par le Dr. E.D. Laue, département de 

Biochimie, Université de Cambridge), en cellules d’insectes. Une fois la lyse réalisée par 

sonication, le lysat a été centrifugé 30 min à 20 000 rpm. Le surnageant a ensuite été incubé 

sur colonne de nickel 2h à 4°C dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCl, pH8 ; 150 mM NaCl 

et 2 mM DTT. L’élution a été faite dans le tampon précédant, supplémenté avec 1M imidazole. 

Après dialyse dans un tampon sans imidazol, la protéine a subi une coupure à la thrombine 

sur la nuit à 4°C. Des étapes de purification par colonne échangeuse d’anions ainsi que par 

filtration sur gel ont ensuite été réalisées pour obtenir la protéine pure.  

 

IV.2. Microscopie électronique  
 

Les échantillons d’émerine ayant permis l’obtention ont été produits selon le protocole décrit 

plus haut. Une fois purifiée, l’émerine a été concentrée à une concentration de 600 M en 

présence de 5 mM DTT, et incubée à température ambiante durant 1 semaine afin de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q09028


124 
 

permettre la formation des filaments. Les échantillons ont ensuite été dilués à une 

concentration de 50 M. 10 l ont alors été déposés sur grille de microscopie. Les images de 

microscopie électroniques ont été collectées à l’I2BC de Gif-sur –Yvette avec un microscope 

électronique Tecnai Spirit équipé d’un filament LaB6 à 100 kV ainsi qu’une caméra K2 (Gatan, 

4Kx4K) après ajout de 2% d’acetate d’uranyl comme élément contrastant sur des grilles de 

cuivre recouvertes de carbone.  

 

IV.3. Cinétiques de fluorescence à la thioflavine T 
 

Après production des échantillons d’émerine, la cinétique de formation des filaments a 

été suivie en incubant les échantillons à une concentration de 300 M et 310 K. Des aliquots 

ont été prélevés à 0 h; 1h ; 2h ; 3h ; 4h et 24h. Chaque aliquot a été dilué dans un tampon 

contenant 20 mM Tris-HCl pH 8, 30 mM NaCl, 5 mM DTT, de manière à obtenir une 

concentration finale de 20 M de protéine et 2.5 mM de Thioflavine T. Les mesures de 

fluorescences ont été faites dans une cuve de 60 l, à 293 K grâce à un fluorimètre JASCO ADP-

303T en utilisant une longueur d’onde d’excitation de 440 nm et en enregistrant l’émission à 

une longueur d’onde de 480 nm.  

 

IV.4. RMN en phase liquide 
Les échantillons de protéines purifiées ont été dialysés contre un tampon contenant 20 

mM de phosphate de sodium à pH 6.5, 150 mM NaCl (30 mM pour les constructions 

d’émerine), 5 mM DTT et 10% D2O. Les expériences RMN ont été réalisées sur des 

spectromètres Bruker Avance II 600, 700 ou 750 MHz équipés de cryo-sondes. Les spectres 

RMN 2D 1H15N HSQC ont été enregistrés dans des tubes RMN 3 mm contenant des échantillons 

concentrés à 200 M marqués uniformément au 15N à 283 K (303 K pour les constructions 

d’émerine). Les expériences nOes hétéronucléaires 1H15N ont été enregistrées grâce à des 

séquences NOESY avec des tubes RMN 3mm contenant des échantillons marqués 

uniformément 15N et concentrés à 400 M. Les expériences RMN 3D HN(CA)CO, HNCO, 

HNCACB, CBCA(CO)NH, HN(CO)(CA)NH ont été enregistrées à 283 K (303 K pour les 

échantillons d’émerine) avec des tubes RMN 3mm contenant des échantillons marqués 

uniformément 13C15N, concentrés à 500 mM. Les données RMN ont été transformées grâces 

au logiciel Topspin 4.0 et analysées en utilisant le logiciel CCPNMR.  

 

IV.5. RMN du solide 
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Après purification et coupure de l’étiquette histidine, les protéines ont été dialysées 

contre un tampon contenant 20 mM Tris-HCl, pH8, 30 mM NaCl et 5 mM DTT, pour former les 

filaments de l’émerine. Les expériences de RMN du solide ont été pour l’émerine 1-187 et 1-

132 ont été enregistrées sur un spectromètre Bruker Avance III HD 800 MHz avec un champ 

magnétique externe de 18.8 T ou sur un spectromètre Bruker Avance HD 700 MHz avec champ 

manétique externe de 16.4 T. La température de l’échantillon a été utilisée en utilisant le 

signal de référence du proton de l’eau référencé grâce à du DSS, et maintenue à 283 K. Les 

expériences double quanta-simple quanta ont été enregistrées avec rotation à l’angle 

magique à 8 KHz et les spectres de corrélation C-C avec une fréquence de 11 KHz. Un 

découplage proton à haute puissance a été fait durant les périodes d’évolution et de détection 

grâce à SPINAL-64 à une puissance radio-fréquence de 83 KHz. Les spectres ont été processés 

avec Topspin3.2 et analysés avec CCPNMR. Les spectres double quanta-simple quanta ont été 

enregistrés en utilisant l’excitation SPC5 et des périodes de reconversion de 0.5 ms. La durée 

maximum d’acqisition en dimension directe était de 10 ms et de 1.2 ms pour la dimension 

indirecte. Pour les spectres C-C PDSD, le temps de mélange était de 50 ms. La période 

maximmale d’acquisition était de 15 ms en dimension directe et de 10 ms en dimension 

indirecte.  

IV.6. Farnésylation in vitro 
 

Les farnésylations in vitro de la région C-terminale désordonnée de la progérine et de 

l’IgFoldProerine ont été réalisées en incubant la protéine purifiée à 50 M dans un tampon 

contenant du tampon de farnésylation ainsi que 5 équivalents de farnésyl-pyrophosphate par 

rapport à la concentration de protéine à farnésyler et 10 mM DTT avec 50 nM de farnésyl-

transférase pure dialysée dans le même tampon. L’incubation est réalisée durant 3h à 303 K. 

Une étape de purification sur colonne de nickel est ensuite effectuée pour retirer la farnésyl-

transférase dont l’étiquette histidine n’est pas coupée. Les protéines farnésylées ont ensuite 

été placées dans un tampon permettant leur étude par RMN.  

IV.7. Microcalorimétrie 
 

Les expériences d’ITC ont été enregistrées sur un appareil VP-ITC. Les protéines ont été 

dialysées dans un même tampon contenant 20 mM Tris-HCl, pH8 ; 150 mM NaCl et 10 mM 

-mercaptoethanol et des inhibiteurs de protéase Roche®. Pour l’interaction IgFPro-BAF, des 

injections successives de 10 l d’IgFProg concentré à 120 M, ont été faites dans une 

solution de BAF concentrée à 24 M. Pour l’interaction IgFold-BAF, des injections successives 

de 10 l d’IgFold concentré à 270 M ont été faites dans une solution de BAF concentrée à 

22.5 M. Les expériences ont été faites à 288 K 
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Attribution de l’émerine 67-170 (0M urée) 
n° résidu type résidu atome type isotope frequence (ppm) 

2 THR CA C 13 62.02 

2 THR CB C 13 70.02 

3 ARG H H 1 8.55 

3 ARG C C 13 176.83 

3 ARG CA C 13 56.49 

3 ARG CB C 13 30.79 

3 ARG N N 15 123.36 

4 GLY H H 1 8.48 

4 GLY C C 13 174.12 

4 GLY CA C 13 45.36 

4 GLY N N 15 110.66 

5 ASP H H 1 8.247 

5 ASP C C 13 176.42 

5 ASP CA C 13 54.72 

5 ASP CB C 13 41.02 

5 ASP N N 15 120.73 

6 ALA H H 1 8.18 

6 ALA C C 13 177.66 

6 ALA CA C 13 52.88 

6 ALA CB C 13 19.28 

6 ALA N N 15 122.96 

7 ASP H H 1 8.17 

7 ASP C C 13 176.43 

7 ASP CA C 13 54.6 

7 ASP CB C 13 41.13 

7 ASP N N 15 118.76 

8 MET H H 1 8 

8 MET C C 13 175.94 

8 MET CA C 13 55.95 

8 MET CB C 13 32.77 

8 MET N N 15 119.49 

9 TYR H H 1 8.016 

9 TYR C C 13 175.33 

9 TYR CA C 13 57.73 

9 TYR CB C 13 38.79 

9 TYR N N 15 119.92 

10 ASP H H 1 8.163 

10 ASP C C 13 175.49 

10 ASP CA C 13 54.1 

10 ASP CB C 13 41.28 

10 ASP N N 15 121.36 

11 LEU H H 1 7.97 

11 LEU C C 13 175.2 
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11 LEU CA C 13 53.15 

11 LEU CB C 13 42.03 

11 LEU N N 15 123.31 

12 PRO C C 13 176.87 

12 PRO CA C 13 63.18 

12 PRO CB C 13 32.16 

13 LYS H H 1 8.37 

13 LYS C C 13 176.92 

13 LYS CA C 13 55.94 

13 LYS CB C 13 33.23 

13 LYS N N 15 121.77 

14 LYS H H 1 8.42 

14 LYS C C 13 176.88 

14 LYS CA C 13 56.77 

14 LYS CB C 13 33.04 

14 LYS N N 15 123.6 

15 GLU H H 1 8.66 

15 GLU C C 13 176.45 

15 GLU CA C 13 56.97 

15 GLU CB C 13 30.03 

15 GLU N N 15 121.79 

16 ASP H H 1 8.22 

16 ASP C C 13 176.42 

16 ASP CA C 13 54.72 

16 ASP CB C 13 41.27 

16 ASP N N 15 121.33 

17 ALA H H 1 8.115 

17 ALA C C 13 178.22 

17 ALA CA C 13 53.22 

17 ALA CB C 13 19.15 

17 ALA N N 15 123.85 

18 LEU H H 1 8.07 

18 LEU C C 13 177.82 

18 LEU CA C 13 55.67 

18 LEU CB C 13 41.94 

18 LEU N N 15 119.48 

19 LEU H H 1 7.86 

19 LEU C C 13 177.4 

19 LEU CA C 13 55.62 

19 LEU CB C 13 42.19 

19 LEU N N 15 121.22 

20 TYR H H 1 7.91 

20 TYR C C 13 175.88 

20 TYR CA C 13 58.02 

20 TYR CB C 13 38.52 
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20 TYR N N 15 119.27 

21 GLN H H 1 8.03 

21 GLN C C 13 175.82 

21 GLN CA C 13 55.82 

21 GLN CB C 13 29.6 

21 GLN N N 15 121.26 

22 SER H H 1 8.23 

22 SER C C 13 174.67 

22 SER CA C 13 58.65 

22 SER CB C 13 63.74 

22 SER N N 15 116.86 

23 LYS H H 1 8.3 

23 LYS C C 13 176.85 

23 LYS CA C 13 56.42 

23 LYS CB C 13 33.07 

23 LYS N N 15 122.96 

24 GLY H H 1 8.34 

24 GLY C C 13 173.77 

24 GLY CA C 13 45.17 

24 GLY N N 15 109.55 

25 TYR H H 1 7.941 

25 TYR C C 13 175.5 

25 TYR CA C 13 58.01 

25 TYR CB C 13 38.88 

25 TYR N N 15 119.63 

26 ASN H H 1 8.35 

26 ASN C C 13 174.7 

26 ASN CA C 13 53.16 

26 ASN CB C 13 39.16 

26 ASN N N 15 119.93 

27 ASP H H 1 8.18 

27 ASP C C 13 175.94 

27 ASP CA C 13 54.82 

27 ASP CB C 13 41.22 

27 ASP N N 15 120.46 

28 ASP H H 1 8.21 

28 ASP C C 13 175.85 

28 ASP CA C 13 54.61 

28 ASP CB C 13 41.01 

28 ASP N N 15 119.66 

29 TYR H H 1 7.95 

29 TYR C C 13 175.29 

29 TYR CA C 13 58.27 

29 TYR CB C 13 38.88 

29 TYR N N 15 120.14 
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30 TYR H H 1 7.85 

30 TYR C C 13 175.21 

30 TYR CA C 13 57.98 

30 TYR CB C 13 39.17 

30 TYR N N 15 122.06 

31 GLU H H 1 8.05 

31 GLU C C 13 176.26 

31 GLU CA C 13 56.43 

31 GLU CB C 13 30.49 

31 GLU N N 15 122.62 

32 GLU H H 1 8.37 

32 GLU C C 13 176.89 

32 GLU CA C 13 57.37 

32 GLU CB C 13 30.12 

32 GLU N N 15 121.95 

33 SER H H 1 8.23 

33 SER C C 13 174.6 

33 SER CA C 13 58.85 

33 SER CB C 13 63.67 

33 SER N N 15 115.76 

34 TYR H H 1 8.01 

34 TYR C C 13 175.76 

34 TYR CA C 13 58.62 

34 TYR CB C 13 38.65 

34 TYR N N 15 121.87 

35 PHE H H 1 7.948 

35 PHE C C 13 175.99 

35 PHE CA C 13 58.04 

35 PHE CB C 13 39.55 

35 PHE N N 15 119.58 

36 THR H H 1 7.94 

36 THR C C 13 174.58 

36 THR CA C 13 62.12 

36 THR CB C 13 69.86 

36 THR N N 15 114.6 

37 THR H H 1 8.04 

37 THR C C 13 174.45 

37 THR CA C 13 62.12 

37 THR CB C 13 69.81 

37 THR N N 15 115.96 

38 ARG H H 1 8.22 

38 ARG C C 13 176.1 

38 ARG CA C 13 56.06 

38 ARG CB C 13 30.93 

38 ARG N N 15 123.5 
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39 THR H H 1 8.11 

39 THR C C 13 174.11 

39 THR CA C 13 61.82 

39 THR CB C 13 69.84 

39 THR N N 15 115.49 

40 TYR H H 1 8.24 

40 TYR C C 13 176.1 

40 TYR CA C 13 58.07 

40 TYR CB C 13 38.99 

40 TYR N N 15 122.46 

41 GLY H H 1 8.23 

41 GLY C C 13 173.6 

41 GLY CA C 13 44.96 

41 GLY N N 15 110.69 

42 GLU H H 1 8.15 

42 GLU C C 13 174.81 

42 GLU CA C 13 54.46 

42 GLU CB C 13 29.68 

42 GLU N N 15 121.61 

43 PRO C C 13 177.19 

43 PRO CA C 13 63.4 

43 PRO CB C 13 32.1 

44 GLU H H 1 8.6 

44 GLU C C 13 176.79 

44 GLU CA C 13 57.03 

44 GLU CB C 13 30.12 

44 GLU N N 15 120.87 

45 SER H H 1 8.25 

45 SER C C 13 174.23 

45 SER CA C 13 58.35 

45 SER CB C 13 63.85 

45 SER N N 15 116.35 

46 ALA H H 1 8.28 

46 ALA C C 13 177.75 

46 ALA CA C 13 52.5 

46 ALA CB C 13 19.54 

46 ALA N N 15 125.78 

47 GLY H H 1 8.12 

47 GLY C C 13 178.02 

47 GLY CA C 13 44.66 

47 GLY N N 15 108.06 

48 PRO C C 13 177.36 

48 PRO CA C 13 63.36 

48 PRO CB C 13 32.18 

49 SER H H 1 8.38 
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49 SER C C 13 174.8 

49 SER CA C 13 58.62 

49 SER CB C 13 63.77 

49 SER N N 15 115.83 

50 ARG H H 1 8.299 

50 ARG C C 13 175.9 

50 ARG CA C 13 56.32 

50 ARG CB C 13 30.8 

50 ARG N N 15 122.93 

51 ALA H H 1 8.2 

51 ALA C C 13 177.65 

51 ALA CA C 13 52.44 

51 ALA CB C 13 19.3 

51 ALA N N 15 124.76 

52 VAL H H 1 8.045 

52 VAL C C 13 176.2 

52 VAL CA C 13 62.31 

52 VAL CB C 13 32.83 

52 VAL N N 15 119.57 

53 ARG H H 1 8.36 

53 ARG C C 13 176.1 

53 ARG CA C 13 56.06 

53 ARG CB C 13 30.91 

53 ARG N N 15 124.75 

54 GLN H H 1 8.44 

54 GLN C C 13 175.86 

54 GLN CA C 13 55.86 

54 GLN CB C 13 29.64 

54 GLN N N 15 122.04 

55 SER H H 1 8.38 

55 SER C C 13 174.47 

55 SER CA C 13 58.33 

55 SER CB C 13 63.8 

55 SER N N 15 117.47 

56 VAL H H 1 8.2 

56 VAL C C 13 176.29 

56 VAL CA C 13 62.4 

56 VAL CB C 13 32.86 

56 VAL N N 15 121.49 

57 THR H H 1 8.17 

57 THR C C 13 174.2 

57 THR CA C 13 61.79 

57 THR CB C 13 69.65 

57 THR N N 15 117.06 

58 SER H H 1 8.08 
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58 SER C C 13 173.35 

58 SER CA C 13 58.03 

58 SER CB C 13 63.9 

58 SER N N 15 118.13 

59 PHE H H 1 8.24 

59 PHE C C 13 174.01 

59 PHE CA C 13 55.57 

59 PHE CB C 13 38.82 

59 PHE N N 15 122.59 

60 PRO C C 13 176.63 

60 PRO CA C 13 63.56 

60 PRO CB C 13 31.94 

61 ASP H H 1 8.26 

61 ASP C C 13 176.35 

61 ASP CA C 13 54.37 

61 ASP CB C 13 41.17 

61 ASP N N 15 119.9 

62 ALA H H 1 8.19 

62 ALA C C 13 177.93 

62 ALA CA C 13 53.15 

62 ALA CB C 13 19.29 

62 ALA N N 15 123.92 

63 ASP H H 1 8.25 

63 ASP C C 13 176.47 

63 ASP CA C 13 54.63 

63 ASP CB C 13 41.17 

63 ASP N N 15 118.75 

64 ALA H H 1 7.97 

64 ALA C C 13 177.85 

64 ALA CA C 13 53.16 

64 ALA CB C 13 19.01 

64 ALA N N 15 123.33 

65 PHE H H 1 8.02 

65 PHE C C 13 175.81 

65 PHE CA C 13 58.04 

65 PHE CB C 13 39.25 

65 PHE N N 15 117.56 

66 HIS H H 1 8.01 

66 HIS C C 13 174.62 

66 HIS CA C 13 55.89 

66 HIS CB C 13 29.91 

66 HIS N N 15 119.3 

67 HIS H H 1 8.36 

67 HIS CA C 13 55.85 

67 HIS N N 15 121.96 
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68 GLN C C 13 175.61 

68 GLN CA C 13 55.82 

68 GLN CB C 13 29.72 

69 VAL H H 1 8.18 

69 VAL C C 13 175.49 

69 VAL CA C 13 62.42 

69 VAL CB C 13 32.77 

69 VAL N N 15 121.46 

70 HIS H H 1 8.54 

70 HIS C C 13 174.56 

70 HIS CA C 13 55.46 

70 HIS CB C 13 30.05 

70 HIS N N 15 122.66 

71 ASP H H 1 8.38 

71 ASP C C 13 176.15 

71 ASP CA C 13 54.95 

71 ASP CB C 13 41.2 

71 ASP N N 15 122.46 

72 ASP H H 1 8.44 

72 ASP C C 13 176.58 

72 ASP CA C 13 54.82 

72 ASP CB C 13 41.15 

72 ASP N N 15 120.31 

73 ASP H H 1 8.25 

73 ASP C C 13 176.56 

73 ASP CA C 13 54.82 

73 ASP CB C 13 41.12 

73 ASP N N 15 120.36 

74 LEU H H 1 8.07 

74 LEU C C 13 177.72 

74 LEU CA C 13 55.62 

74 LEU CB C 13 42.18 

74 LEU N N 15 121.6 

75 LEU H H 1 8.11 

75 LEU C C 13 177.72 

75 LEU CA C 13 55.47 

75 LEU CB C 13 42.12 

75 LEU N N 15 121.86 

76 SER H H 1 8.18 

76 SER C C 13 174.75 

76 SER CA C 13 58.53 

76 SER CB C 13 63.79 

76 SER N N 15 116.25 

77 SER H H 1 8.3 

77 SER C C 13 174.78 
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77 SER CA C 13 58.47 

77 SER CB C 13 63.92 

77 SER N N 15 117.56 

78 SER H H 1 8.36 

78 SER C C 13 174.9 

78 SER CA C 13 58.67 

78 SER CB C 13 63.87 

78 SER N N 15 117.86 

79 GLU H H 1 8.44 

79 GLU C C 13 176.92 

79 GLU CA C 13 57.22 

79 GLU CB C 13 30.12 

79 GLU N N 15 122.66 

80 GLU H H 1 8.32 

80 GLU C C 13 176.92 

80 GLU CA C 13 57.17 

80 GLU CB C 13 30.24 

80 GLU N N 15 120.96 

81 GLU H H 1 8.29 

81 GLU C C 13 176.72 

81 GLU CA C 13 57.22 

81 GLU CB C 13 30.22 

81 GLU N N 15 121.26 

82 CYS H H 1 8.31 

82 CYS C C 13 175.12 

82 CYS CA C 13 59.02 

82 CYS CB C 13 27.62 

82 CYS N N 15 120.06 

83 LYS H H 1 8.34 

83 LYS C C 13 176.62 

83 LYS CA C 13 56.92 

83 LYS CB C 13 32.82 

83 LYS N N 15 123.86 

84 ASP H H 1 8.24 

84 ASP C C 13 176.32 

84 ASP CA C 13 54.82 

84 ASP CB C 13 40.92 

84 ASP N N 15 120.21 

85 ARG H H 1 8.05 

85 ARG C C 13 176.32 

85 ARG CA C 13 56.33 

85 ARG CB C 13 30.89 

85 ARG N N 15 120.26 

86 GLU H H 1 8.29 

86 GLU C C 13 176.22 
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86 GLU CA C 13 56.52 

86 GLU CB C 13 30.32 

86 GLU N N 15 120.56 

87 ARG H H 1 8.14 

87 ARG C C 13 174.05 

87 ARG CA C 13 54.01 

87 ARG CB C 13 30.29 

87 ARG N N 15 122.66 

88 PRO C C 13 176.84 

88 PRO CA C 13 63.14 

88 PRO CB C 13 32.05 

89 MET H H 1 8.37 

89 MET C C 13 175.94 

89 MET CA C 13 55.52 

89 MET CB C 13 32.96 

89 MET N N 15 120.22 

90 TYR H H 1 8.07 

90 TYR C C 13 176.36 

90 TYR CA C 13 57.86 

90 TYR CB C 13 38.81 

90 TYR N N 15 120.43 

91 GLY H H 1 8.34 

91 GLY C C 13 174.28 

91 GLY CA C 13 45.38 

91 GLY N N 15 110.37 

92 ARG H H 1 8.14 

92 ARG C C 13 176.21 

92 ARG CA C 13 56.33 

92 ARG CB C 13 30.88 

92 ARG N N 15 120.32 

93 ASP H H 1 8.41 

93 ASP C C 13 176.55 

93 ASP CA C 13 54.53 

93 ASP CB C 13 41.29 

93 ASP N N 15 120.54 

94 SER H H 1 8.17 

94 SER C C 13 174.73 

94 SER CA C 13 58.79 

94 SER CB C 13 63.78 

94 SER N N 15 116.1 

95 ALA H H 1 8.29 

95 ALA C C 13 177.77 

95 ALA CA C 13 52.93 

95 ALA CB C 13 18.98 

95 ALA N N 15 125.33 
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96 TYR H H 1 7.95 

96 TYR C C 13 175.88 

96 TYR CA C 13 58.28 

96 TYR CB C 13 38.57 

96 TYR N N 15 118.56 

97 GLN H H 1 8.03 

97 GLN C C 13 175.6 

97 GLN CA C 13 55.84 

97 GLN CB C 13 29.6 

97 GLN N N 15 121.15 

98 SER H H 1 8.2 

98 SER C C 13 174.76 

98 SER CA C 13 58.52 

98 SER CB C 13 63.77 

98 SER N N 15 116.56 

99 ILE H H 1 8.08 

99 ILE C C 13 176.35 

99 ILE CA C 13 61.46 

99 ILE CB C 13 38.78 

99 ILE N N 15 122.07 

100 THR H H 1 8.07 

100 THR C C 13 174.15 

100 THR CA C 13 61.9 

100 THR CB C 13 69.66 

100 THR N N 15 117.21 

101 HIS C C 13 174.45 

101 HIS CA C 13 55.86 

101 HIS CB C 13 30.2 

102 TYR H H 1 8.16 

102 TYR C C 13 174.98 

102 TYR CA C 13 57.97 

102 TYR CB C 13 38.82 

102 TYR N N 15 121.96 

103 ARG H H 1 8.06 

103 ARG C C 13 173.29 

103 ARG CA C 13 53.33 

103 ARG CB C 13 30.85 

103 ARG N N 15 125.31 

104 PRO C C 13 176.06 

104 PRO CA C 13 63.25 

104 PRO CB C 13 31.89 

105 VAL H H 1 7.64 

105 VAL C C 13 175.12 

105 VAL CA C 13 63.46 

105 VAL CB C 13 33.33 
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105 VAL N N 15 123.86 

 

Attribution de l’émerine 67-170 (8M urée) 
n° résidu type résidu atome type isotope frequence (ppm) 

1 GLY H H 1 7.99 

1 GLY CA C 13 45.38 

1 GLY N N 15 109.47 

2 THR H H 1 8.27 

2 THR CA C 13 61.94 

2 THR CB C 13 70.31 

2 THR N N 15 113.66 

3 ARG H H 1 8.61 

3 ARG CA C 13 56.51 

3 ARG CB C 13 31.13 

3 ARG N N 15 123.42 

4 GLY H H 1 8.54 

4 GLY CA C 13 45.47 

4 GLY N N 15 110.15 

5 ASP CA C 13 54.58 

5 ASP CB C 13 41.49 

6 ALA H H 1 8.32 

6 ALA CA C 13 53 

6 ALA CB C 13 19.39 

6 ALA N N 15 123.56 

7 ASP H H 1 8.37 

7 ASP CA C 13 54.67 

7 ASP CB C 13 41.52 

7 ASP N N 15 118.97 

8 MET H H 1 8.19 

8 MET CA C 13 56.03 

8 MET CB C 13 33.01 

8 MET N N 15 119.9 

9 TYR H H 1 8.2 

9 TYR CA C 13 58.25 

9 TYR CB C 13 39.05 

9 TYR N N 15 120.18 

10 ASP H H 1 8.36 

10 ASP CA C 13 54.45 

10 ASP CB C 13 41.66 

10 ASP N N 15 121.6 

11 LEU H H 1 8.14 

11 LEU CA C 13 53.02 

11 LEU CB C 13 41.96 
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11 LEU N N 15 123.28 

12 PRO CA C 13 63.21 

12 PRO CB C 13 32.52 

13 LYS H H 1 8.57 

13 LYS CA C 13 56.35 

13 LYS CB C 13 33.37 

13 LYS N N 15 122.4 

14 LYS H H 1 8.64 

14 LYS CA C 13 56.64 

14 LYS CB C 13 33.33 

14 LYS N N 15 124 

15 GLU H H 1 8.78 

15 GLU CA C 13 56.91 

15 GLU CB C 13 30.45 

15 GLU N N 15 122.85 

16 ASP H H 1 8.46 

16 ASP CA C 13 54.58 

16 ASP CB C 13 41.62 

16 ASP N N 15 121.96 

17 ALA H H 1 8.32 

17 ALA CA C 13 53.02 

17 ALA CB C 13 19.36 

17 ALA N N 15 124.2 

18 LEU H H 1 8.26 

18 LEU CA C 13 55.36 

18 LEU CB C 13 42.16 

18 LEU N N 15 120.64 

19 LEU H H 1 8.16 

19 LEU CA C 13 55.45 

19 LEU CB C 13 42.49 

19 LEU N N 15 122.36 

20 TYR H H 1 8.21 

20 TYR CA C 13 57.96 

20 TYR CB C 13 38.88 

20 TYR N N 15 120.44 

21 GLN H H 1 8.3 

21 GLN CA C 13 55.42 

21 GLN CB C 13 29.95 

21 GLN N N 15 122.06 

22 SER H H 1 8.4 

22 SER CA C 13 58.54 

22 SER CB C 13 64.02 

22 SER N N 15 117.39 

23 LYS H H 1 8.53 

23 LYS CA C 13 56.78 
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23 LYS CB C 13 33.33 

23 LYS N N 15 123.32 

24 GLY H H 1 8.48 

24 GLY CA C 13 45.32 

24 GLY N N 15 109.76 

25 TYR H H 1 8.16 

25 TYR CA C 13 58.13 

25 TYR CB C 13 39.14 

25 TYR N N 15 119.99 

26 ASN H H 1 8.55 

26 ASN CA C 13 53.27 

26 ASN CB C 13 39.27 

26 ASN N N 15 120.36 

27 ASP H H 1 8.34 

27 ASP CA C 13 54.65 

27 27 ASP CB C 13 

27 27 ASP N N 15 

28 28 ASP H H 1 

28 28 ASP CA C 13 

28 28 ASP CB C 13 

28 28 ASP N N 15 

29 29 TYR H H 1 

29 29 TYR CA C 13 

29 29 TYR CB C 13 

29 29 TYR N N 15 

30 30 TYR H H 1 

30 30 TYR CA C 13 

30 30 TYR CB C 13 

30 30 TYR N N 15 

31 31 GLU H H 1 

31 31 GLU CA C 13 

31 31 GLU CB C 13 

31 31 GLU N N 15 

32 32 GLU H H 1 

32 32 GLU CA C 13 

32 32 GLU CB C 13 

32 32 GLU N N 15 

33 33 SER H H 1 

33 33 SER CA C 13 

33 33 SER CB C 13 

33 33 SER N N 15 

34 34 TYR H H 1 

34 34 TYR CA C 13 

34 34 TYR CB C 13 

34 34 TYR N N 15 
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35 35 PHE H H 1 

35 35 PHE CA C 13 

35 35 PHE CB C 13 

35 35 PHE N N 15 

36 36 THR H H 1 

36 36 THR CA C 13 

36 36 THR CB C 13 

36 36 THR N N 15 

37 37 THR H H 1 

37 37 THR CA C 13 

37 37 THR CB C 13 

37 37 THR N N 15 

38 38 ARG H H 1 

38 38 ARG CA C 13 

38 38 ARG CB C 13 

38 38 ARG N N 15 

39 39 THR H H 1 

39 39 THR CA C 13 

39 39 THR CB C 13 

39 39 THR N N 15 

40 40 TYR H H 1 

40 40 TYR CA C 13 

40 40 TYR CB C 13 

40 40 TYR N N 15 

41 41 GLY H H 1 

41 41 GLY CA C 13 

41 41 GLY N N 15 

42 42 GLU H H 1 

42 42 GLU CA C 13 

42 42 GLU CB C 13 

42 42 GLU N N 15 

43 43 PRO CA C 13 

43 43 PRO CB C 13 

44 44 GLU H H 1 

44 44 GLU CA C 13 

44 44 GLU CB C 13 

44 44 GLU N N 15 

45 45 SER H H 1 

45 45 SER CA C 13 

45 45 SER CB C 13 

45 45 SER N N 15 

46 46 ALA H H 1 

46 46 ALA CA C 13 

46 46 ALA CB C 13 

46 46 ALA N N 15 
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47 47 GLY H H 1 

47 47 GLY CA C 13 

47 47 GLY N N 15 

48 48 PRO CA C 13 

48 48 PRO CB C 13 

49 49 SER H H 1 

49 49 SER CA C 13 

49 49 SER CB C 13 

49 49 SER N N 15 

50 50 ARG H H 1 

50 50 ARG CA C 13 

50 50 ARG CB C 13 

50 50 ARG N N 15 

51 51 ALA H H 1 

51 51 ALA CA C 13 

51 51 ALA CB C 13 

51 51 ALA N N 15 

52 52 VAL H H 1 

52 52 VAL CA C 13 

52 52 VAL CB C 13 

52 52 VAL N N 15 

53 53 ARG H H 1 

53 53 ARG CA C 13 

53 53 ARG CB C 13 

53 53 ARG N N 15 

54 54 GLN H H 1 

54 54 GLN CA C 13 

54 54 GLN CB C 13 

54 54 GLN N N 15 

55 55 SER H H 1 

55 55 SER CA C 13 

55 55 SER CB C 13 

55 55 SER N N 15 

56 56 VAL H H 1 

56 56 VAL CA C 13 

56 56 VAL CB C 13 

56 56 VAL N N 15 

57 57 THR H H 1 

57 57 THR CA C 13 

57 57 THR CB C 13 

57 57 THR N N 15 

58 58 SER H H 1 

58 58 SER CA C 13 

58 58 SER CB C 13 

58 58 SER N N 15 
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59 59 PHE H H 1 

59 59 PHE CA C 13 

59 59 PHE CB C 13 

59 59 PHE N N 15 

60 60 PRO CA C 13 

60 60 PRO CB C 13 

61 61 ASP H H 1 

61 61 ASP CA C 13 

61 61 ASP CB C 13 

61 61 ASP N N 15 

62 62 ALA H H 1 

62 62 ALA CA C 13 

62 62 ALA CB C 13 

62 62 ALA N N 15 

63 63 ASP H H 1 

63 63 ASP CA C 13 

63 63 ASP CB C 13 

63 63 ASP N N 15 

64 64 ALA H H 1 

64 64 ALA CA C 13 

64 64 ALA CB C 13 

64 64 ALA N N 15 

65 65 PHE H H 1 

65 65 PHE CA C 13 

65 65 PHE CB C 13 

65 65 PHE N N 15 

66 66 HIS H H 1 

66 66 HIS CA C 13 

66 66 HIS CB C 13 

66 66 HIS N N 15 

67 67 HIS H H 1 

67 67 HIS CA C 13 

67 67 HIS N N 15 

68 68 GLN CA C 13 

68 68 GLN CB C 13 

69 69 VAL H H 1 

69 69 VAL CA C 13 

69 69 VAL CB C 13 

69 69 VAL N N 15 

70 70 HIS H H 1 

70 70 HIS CA C 13 

70 70 HIS CB C 13 

70 70 HIS N N 15 

71 71 ASP H H 1 

71 71 ASP CA C 13 
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71 71 ASP N N 15 

72 72 ASP H H 1 

72 72 ASP CA C 13 

72 72 ASP CB C 13 

72 72 ASP N N 15 

73 73 ASP H H 1 

73 73 ASP CA C 13 

73 73 ASP CB C 13 

73 73 ASP N N 15 

74 74 LEU H H 1 

74 74 LEU CA C 13 

74 74 LEU CB C 13 

74 74 LEU N N 15 

75 75 LEU H H 1 

75 75 LEU CA C 13 

75 75 LEU CB C 13 

75 75 LEU N N 15 

76 76 SER H H 1 

76 76 SER CA C 13 

76 76 SER CB C 13 

76 76 SER N N 15 

77 77 SER H H 1 

77 77 SER CA C 13 

77 77 SER CB C 13 

77 77 SER N N 15 

78 78 SER H H 1 

78 78 SER CA C 13 

78 78 SER CB C 13 

78 78 SER N N 15 

79 79 GLU H H 1 

79 79 GLU CA C 13 

79 79 GLU CB C 13 

79 79 GLU N N 15 

80 80 GLU H H 1 

80 80 GLU CA C 13 

80 80 GLU CB C 13 

80 80 GLU N N 15 

81 81 GLU H H 1 

81 81 GLU CA C 13 

81 81 GLU CB C 13 

81 81 GLU N N 15 

82 82 CYS H H 1 

82 82 CYS CA C 13 

82 82 CYS CB C 13 

82 82 CYS N N 15 
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83 83 LYS H H 1 

83 83 LYS CA C 13 

83 83 LYS CB C 13 

83 83 LYS N N 15 

84 84 ASP H H 1 

84 84 ASP CA C 13 

84 84 ASP CB C 13 

84 84 ASP N N 15 

85 85 ARG H H 1 

85 85 ARG CA C 13 

85 85 ARG CB C 13 

85 85 ARG N N 15 

86 86 GLU H H 1 

86 86 GLU CA C 13 

86 86 GLU CB C 13 

86 86 GLU N N 15 

87 87 ARG H H 1 

87 87 ARG CA C 13 

87 87 ARG CB C 13 

87 87 ARG N N 15 

88 88 PRO CA C 13 

88 88 PRO CB C 13 

89 89 MET H H 1 

89 89 MET CA C 13 

89 89 MET CB C 13 

89 89 MET N N 15 

90 90 TYR H H 1 

90 90 TYR CA C 13 

90 90 TYR CB C 13 

90 90 TYR N N 15 

91 91 GLY H H 1 

91 91 GLY CA C 13 

91 91 GLY N N 15 

92 92 ARG H H 1 

92 92 ARG CA C 13 

92 92 ARG CB C 13 

92 92 ARG N N 15 

93 93 ASP H H 1 

93 93 ASP CA C 13 

93 93 ASP CB C 13 

93 93 ASP N N 15 

94 94 SER H H 1 

94 94 SER CA C 13 

94 94 SER CB C 13 

94 94 SER N N 15 
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95 95 ALA H H 1 

95 95 ALA CA C 13 

95 95 ALA CB C 13 

95 95 ALA N N 15 

96 96 TYR H H 1 

96 96 TYR CA C 13 

96 96 TYR CB C 13 

96 96 TYR N N 15 

97 97 GLN H H 1 

97 97 GLN CA C 13 

97 97 GLN CB C 13 

97 97 GLN N N 15 

98 98 SER H H 1 

98 98 SER CA C 13 

98 98 SER CB C 13 

98 98 SER N N 15 

99 99 ILE H H 1 

99 99 ILE CA C 13 

99 99 ILE CB C 13 

99 99 ILE N N 15 

100 100 THR H H 1 

100 100 THR CA C 13 

100 100 THR CB C 13 

100 100 THR N N 15 

101 101 HIS CA C 13 

101 101 HIS CB C 13 

102 102 TYR H H 1 

102 102 TYR CA C 13 

102 102 TYR CB C 13 

102 102 TYR N N 15 

103 103 ARG H H 1 

103 103 ARG CA C 13 

103 103 ARG CB C 13 

103 103 ARG N N 15 

104 104 PRO CA C 13 

104 104 PRO CB C 13 

105 105 VAL H H 1 

105 105 VAL CA C 13 

105 105 VAL CB C 13 

105 105 VAL N N 15 

 

Attribution du peptide ProgCCtoA 

n° résidu type résidu atome type isotope frequence (ppm) 

2 SER H H 1 8.17 
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2 SER N N 15 115.185 

3 HIS H H 1 8.288 

3 HIS C C 13 174.287 

3 HIS CA C 13 55.455 

3 HIS CB C 13 29.459 

3 HIS N N 15 120.73 

4 ALA H H 1 8.195 

4 ALA C C 13 177.639 

4 ALA CA C 13 52.44 

4 ALA CB C 13 19.043 

4 ALA N N 15 125.285 

5 SER H H 1 8.299 

5 SER C C 13 174.624 

5 SER CA C 13 58.275 

5 SER CB C 13 63.64 

5 SER N N 15 115.499 

6 SER H H 1 8.296 

6 SER C C 13 174.541 

6 SER CA C 13 58.536 

6 SER CB C 13 63.716 

6 SER N N 15 117.89 

7 SER H H 1 8.244 

7 SER C C 13 174.704 

7 SER CA C 13 58.554 

7 SER CB C 13 63.596 

7 SER N N 15 117.566 

8 GLY H H 1 8.16 

8 GLY C C 13 173.277 

8 GLY CA C 13 44.745 

8 GLY N N 15 110.609 

9 ASP H H 1 8.076 

9 ASP C C 13 174.873 

9 ASP CA C 13 52.152 

9 ASP CB C 13 40.89 

9 ASP N N 15 121.917 

10 PRO C C 13 177.027 

10 PRO CA C 13 63.553 

10 PRO CB C 13 31.79 

11 ALA H H 1 8.243 

11 ALA C C 13 178.326 

11 ALA CA C 13 53.037 

11 ALA CB C 13 18.607 

11 ALA N N 15 122.642 

12 GLU H H 1 7.934 

12 GLU C C 13 176.624 
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12 GLU CA C 13 56.845 

12 GLU CB C 13 29.709 

12 GLU N N 15 118.468 

13 TYR H H 1 7.84 

13 TYR C C 13 176.013 

13 TYR CA C 13 58.549 

13 TYR CB C 13 38.1 

13 TYR N N 15 120.33 

14 ASN H H 1 8.111 

14 ASN C C 13 175.274 

14 ASN CA C 13 53.535 

14 ASN CB C 13 38.386 

14 ASN N N 15 119.539 

15 LEU H H 1 7.845 

15 LEU C C 13 177.761 

15 LEU CA C 13 55.923 

15 LEU CB C 13 41.757 

15 LEU N N 15 121.622 

16 ARG H H 1 7.991 

16 ARG C C 13 176.582 

16 ARG CA C 13 56.517 

16 ARG CB C 13 30.177 

16 ARG N N 15 120.317 

17 SER H H 1 7.989 

17 SER C C 13 174.531 

17 SER CA C 13 58.616 

17 SER CB C 13 63.361 

17 SER N N 15 115.749 

18 ARG H H 1 8.09 

18 ARG C C 13 176.387 

18 ARG CA C 13 56.297 

18 ARG CB C 13 30.394 

18 ARG N N 15 122.501 

19 THR H H 1 8.006 

19 THR C C 13 174.309 

19 THR CA C 13 62.354 

19 THR CB C 13 69.536 

19 THR N N 15 115.976 

20 VAL H H 1 8.052 

20 VAL C C 13 175.968 

20 VAL CA C 13 62.318 

20 VAL CB C 13 32.382 

20 VAL N N 15 123.643 

21 LEU H H 1 8.19 

21 LEU C C 13 176.92 
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21 LEU CA C 13 54.824 

21 LEU CB C 13 41.95 

21 LEU N N 15 126.265 

22 ALA H H 1 8.167 

22 ALA C C 13 178.099 

22 ALA CA C 13 52.577 

22 ALA CB C 13 18.953 

22 ALA N N 15 125.227 

23 GLY H H 1 8.226 

23 GLY C C 13 174.375 

23 GLY CA C 13 45.113 

23 GLY N N 15 108.117 

24 THR H H 1 7.896 

24 THR C C 13 174.444 

24 THR CA C 13 61.682 

24 THR CB C 13 69.738 

24 THR N N 15 113.275 

25 ALA H H 1 8.256 

25 ALA C C 13 178.046 

25 ALA CA C 13 52.651 

25 ALA CB C 13 18.872 

25 ALA N N 15 126.388 

26 GLY H H 1 8.232 

26 GLY C C 13 173.646 

26 GLY CA C 13 44.849 

26 GLY N N 15 108.1 

27 GLN H H 1 8.014 

27 GLN C C 13 173.889 

27 GLN CA C 13 53.394 

27 GLN CB C 13 28.491 

27 GLN N N 15 120.549 

28 PRO CA C 13 62.98 

28 PRO CB C 13 31.856 

29 ALA H H 1 8.349 

29 ALA C C 13 177.515 

29 ALA CA C 13 52.422 

29 ALA CB C 13 18.881 

29 ALA N N 15 124.192 

30 ASP H H 1 8.15 

30 ASP C C 13 176.285 

30 ASP CA C 13 54.101 

30 ASP CB C 13 40.944 

30 ASP N N 15 119.25 

31 LYS H H 1 8.077 

31 LYS C C 13 176.49 
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31 LYS CA C 13 56.464 

31 LYS CB C 13 32.62 

31 LYS N N 15 121.84 

32 ALA H H 1 8.169 

32 ALA C C 13 177.957 

32 ALA CA C 13 52.675 

32 ALA CB C 13 18.819 

32 ALA N N 15 124.579 

33 SER H H 1 8.06 

33 SER C C 13 174.457 

33 SER CA C 13 58.34 

33 SER CB C 13 63.605 

33 SER N N 15 114.871 

34 ALA H H 1 8.186 

34 ALA C C 13 177.793 

34 ALA CA C 13 52.515 

34 ALA CB C 13 18.905 

34 ALA N N 15 126.062 

35 SER H H 1 8.137 

35 SER CA C 13 58.451 

35 SER CB C 13 63.612 

35 SER N N 15 114.769 

36 GLY H H 1 8.233 

36 GLY C C 13 174.276 

36 GLY CA C 13 45.153 

36 GLY N N 15 110.911 

37 SER H H 1 8.162 

37 SER C C 13 175.054 

37 SER CA C 13 58.471 

37 SER CB C 13 63.662 

37 SER N N 15 115.678 

38 GLY H H 1 8.354 

38 GLY C C 13 173.842 

38 GLY CA C 13 45.071 

38 GLY N N 15 111.015 

39 ALA H H 1 7.997 

39 ALA C C 13 177.642 

39 ALA CA C 13 52.362 

39 ALA CB C 13 18.985 

39 ALA N N 15 123.592 

40 GLN H H 1 8.245 

40 GLN C C 13 175.707 

40 GLN CA C 13 55.329 

40 GLN CB C 13 29.156 

40 GLN N N 15 119.389 
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41 SER H H 1 8.246 

41 SER C C 13 172.608 

41 SER CA C 13 56.411 

41 SER CB C 13 62.993 

41 SER N N 15 118.842 

42 PRO C C 13 176.924 

42 PRO CA C 13 63.229 

42 PRO CB C 13 31.912 

43 GLN H H 1 8.348 

43 GLN C C 13 175.707 

43 GLN CA C 13 55.967 

43 GLN CB C 13 29.01 

43 GLN N N 15 120.092 

44 ASN H H 1 8.228 

44 ASN C C 13 174.708 

44 ASN CA C 13 53.082 

44 ASN CB C 13 38.595 

44 ASN N N 15 119.658 

45 ALA H H 1 8.134 

45 ALA CA C 13 52.477 

45 ALA CB C 13 18.95 

45 ALA N N 15 124.398 

46 SER H H 1 8.169 

46 SER CA C 13 58.342 

46 SER CB C 13 63.551 

46 SER N N 15 115.12 

47 ILE H H 1 7.949 

47 ILE CA C 13 61.192 

47 ILE CB C 13 38.426 

47 ILE N N 15 122.336 

48 MET H H 1 7.817 

48 MET CA C 13 56.804 

48 MET CB C 13 33.371 

48 MET N N 15 129.302 

 

 

 

Attribution du peptide ProgC 

n° résidu type résidu atome type isotope frequence (ppm) 

1 TRP H H 1 8.46 

1 TRP N N 15 121.06 

2 GLY H H 1 8.219 
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2 GLY N N 15 111.33 

3 SER H H 1 7.991 

3 SER N N 15 115.52 

4 HIS C C 13 174.431 

4 HIS CA C 13 55.729 

4 HIS CB C 13 29.06 

5 CYS H H 1 8.126 

5 CYS C C 13 174.338 

5 CYS CA C 13 58.404 

5 CYS CB C 13 27.895 

5 CYS N N 15 120.343 

6 SER H H 1 8.382 

6 SER C C 13 174.496 

6 SER CA C 13 58.285 

6 SER CB C 13 63.575 

6 SER N N 15 118.567 

7 SER H H 1 8.294 

7 SER C C 13 174.475 

7 SER CA C 13 58.356 

7 SER CB C 13 63.472 

7 SER N N 15 117.905 

8 SER H H 1 8.189 

8 SER C C 13 174.67 

8 SER CA C 13 58.472 

8 SER CB C 13 63.486 

8 SER N N 15 117.441 

9 GLY H H 1 8.135 

9 GLY C C 13 173.219 

9 GLY CA C 13 44.722 

9 GLY N N 15 110.579 

10 ASP H H 1 8.032 

10 ASP C C 13 174.882 

10 ASP CA C 13 51.994 

10 ASP CB C 13 40.953 

10 ASP N N 15 121.867 

11 PRO C C 13 177.042 

11 PRO CA C 13 63.557 

11 PRO CB C 13 32.084 

12 ALA H H 1 8.229 

12 ALA C C 13 178.345 

12 ALA CA C 13 53.044 

12 ALA CB C 13 18.675 

12 ALA N N 15 122.531 

13 GLU H H 1 7.913 

13 GLU C C 13 176.621 
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13 GLU CA C 13 56.882 

13 GLU CB C 13 29.801 

13 GLU N N 15 118.393 

14 TYR H H 1 7.821 

14 TYR C C 13 176.013 

14 TYR CA C 13 58.452 

14 TYR CB C 13 38.137 

14 TYR N N 15 120.26 

15 ASN H H 1 8.097 

15 ASN C C 13 175.278 

15 ASN CA C 13 53.588 

15 ASN CB C 13 38.365 

15 ASN N N 15 119.419 

16 LEU H H 1 7.833 

16 LEU C C 13 177.751 

16 LEU CA C 13 55.819 

16 LEU CB C 13 41.801 

16 LEU N N 15 121.567 

17 ARG H H 1 7.977 

17 ARG C C 13 176.56 

17 ARG CA C 13 56.479 

17 ARG CB C 13 30.175 

17 ARG N N 15 120.203 

18 SER H H 1 7.975 

18 SER C C 13 174.502 

18 SER CA C 13 58.459 

18 SER CB C 13 63.231 

18 SER N N 15 115.635 

19 ARG H H 1 8.073 

19 ARG C C 13 176.314 

19 ARG CA C 13 56.229 

19 ARG CB C 13 30.416 

19 ARG N N 15 122.443 

20 THR H H 1 7.986 

20 THR C C 13 174.284 

20 THR CA C 13 62.257 

20 THR CB C 13 69.28 

20 THR N N 15 115.69 

21 VAL H H 1 8.018 

21 VAL C C 13 175.87 

21 VAL CA C 13 62.214 

21 VAL CB C 13 32.425 

21 VAL N N 15 123.315 

22 LEU H H 1 8.209 

22 LEU C C 13 177.072 
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22 LEU CA C 13 54.874 

22 LEU CB C 13 41.913 

22 LEU N N 15 125.925 

23 CYS H H 1 8.214 

23 CYS C C 13 174.825 

23 CYS CA C 13 58.512 

23 CYS CB C 13 27.943 

23 CYS N N 15 120.216 

24 GLY H H 1 8.345 

24 GLY C C 13 174.158 

24 GLY CA C 13 45.169 

24 GLY N N 15 111.347 

25 THR H H 1 8 

25 THR C C 13 174.617 

25 THR CA C 13 61.683 

25 THR CB C 13 69.497 

25 THR N N 15 113.309 

26 CYS H H 1 8.329 

26 CYS C C 13 174.84 

26 CYS CA C 13 58.539 

26 CYS CB C 13 27.745 

26 CYS N N 15 121.068 

27 GLY H H 1 8.337 

27 GLY CA C 13 45.02 

27 GLY N N 15 111.085 

28 GLN H H 1 8.064 

28 GLN C C 13 173.854 

28 GLN CA C 13 53.41 

28 GLN CB C 13 28.645 

28 GLN N N 15 120.602 

29 PRO CA C 13 62.919 

29 PRO CB C 13 31.931 

30 ALA H H 1 8.339 

30 ALA C C 13 177.493 

30 ALA CA C 13 52.433 

30 ALA CB C 13 19.007 

30 ALA N N 15 124.111 

31 ASP H H 1 8.139 

31 ASP C C 13 176.277 

31 ASP CA C 13 53.985 

31 ASP CB C 13 40.88 

31 ASP N N 15 119.191 

32 LYS H H 1 8.07 

32 LYS C C 13 176.479 

32 LYS CA C 13 56.355 
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32 LYS CB C 13 32.598 

32 LYS N N 15 121.766 

33 ALA H H 1 8.16 

33 ALA C C 13 177.953 

33 ALA CA C 13 52.627 

33 ALA CB C 13 18.961 

33 ALA N N 15 124.531 

34 SER H H 1 8.053 

34 SER C C 13 174.443 

34 SER CA C 13 58.226 

34 SER CB C 13 63.462 

34 SER N N 15 114.804 

35 ALA H H 1 8.18 

35 ALA C C 13 177.786 

35 ALA CA C 13 52.532 

35 ALA CB C 13 19.018 

35 ALA N N 15 126.028 

36 SER H H 1 8.131 

36 SER C C 13 173.97 

36 SER CA C 13 58.381 

36 SER CB C 13 63.489 

36 SER N N 15 114.729 

37 GLY H H 1 8.225 

37 GLY C C 13 174.247 

37 GLY CA C 13 45.143 

37 GLY N N 15 110.88 

38 SER H H 1 8.153 

38 SER C C 13 175.045 

38 SER CA C 13 58.566 

38 SER CB C 13 63.521 

38 SER N N 15 115.643 

39 GLY H H 1 8.336 

39 GLY C C 13 173.816 

39 GLY CA C 13 45.01 

39 GLY N N 15 111.012 

40 ALA H H 1 7.994 

40 ALA C C 13 177.621 

40 ALA CA C 13 52.442 

40 ALA CB C 13 18.992 

40 ALA N N 15 123.619 

41 GLN H H 1 8.236 

41 GLN C C 13 175.686 

41 GLN CA C 13 55.369 

41 GLN CB C 13 29.36 

41 GLN N N 15 119.336 
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42 SER H H 1 8.238 

42 SER C C 13 172.599 

42 SER CA C 13 56.515 

42 SER CB C 13 62.897 

42 SER N N 15 118.783 

43 PRO C C 13 176.875 

43 PRO CA C 13 63.324 

43 PRO CB C 13 31.854 

44 GLN H H 1 8.329 

44 GLN C C 13 175.688 

44 GLN CA C 13 55.806 

44 GLN CB C 13 29.207 

44 GLN N N 15 119.953 

45 ASN H H 1 8.289 

45 ASN C C 13 174.915 

45 ASN CA C 13 53.256 

45 ASN CB C 13 38.529 

45 ASN N N 15 119.568 

46 CYS H H 1 8.168 

46 CYS C C 13 174.285 

46 CYS CA C 13 58.315 

46 CYS CB C 13 27.978 

46 CYS N N 15 119.462 

47 SER H H 1 8.275 

47 SER C C 13 173.958 

47 SER CA C 13 58.334 

47 SER CB C 13 63.451 

47 SER N N 15 118.337 

48 ILE H H 1 7.975 

48 ILE C C 13 175.208 

48 ILE CA C 13 61.263 

48 ILE CB C 13 38.372 

48 ILE N N 15 122.491 

49 MET H H 1 7.825 

49 MET N N 15 129.37 

 

Attribution du peptide PreLamCCtoA 

n° résidu type résidu atome type isotope frequence (ppm) 

2 MET CA C 13 55.53 

2 MET CB C 13 32.55 

2 MET N N 15 120.1 

3 ALA H H 1 8.27 

3 ALA CA C 13 52.77 
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3 ALA CB C 13 18.68 

3 ALA N N 15 125.87 

4 SER H H 1 8.18 

4 SER CA C 13 55.452 

4 SER CB C 13 61.041 

4 SER N N 15 115.09 

5 HIS H H 1 8.31 

5 HIS CA C 13 55.51 

5 HIS CB C 13 29.28 

5 HIS N N 15 120.59 

6 ALA H H 1 8.206 

6 ALA CA C 13 52.75 

6 ALA CB C 13 18.81 

6 ALA N N 15 125.239 

7 SER H H 1 8.32 

7 SER CA C 13 58.56 

7 SER CB C 13 63.92 

7 SER N N 15 115.53 

8 SER H H 1 8.32 

8 SER CA C 13 58.6 

8 SER CB C 13 63.92 

8 SER N N 15 117.96 

9 SER H H 1 8.26 

9 SER CA C 13 58.77 

9 SER CB C 13 63.97 

9 SER N N 15 117.65 

10 GLY H H 1 8.2 

10 GLY CA C 13 44.82 

10 GLY N N 15 110.59 

11 ASP H H 1 8.1 

11 ASP CA C 13 52.28 

11 ASP CB C 13 40.96 

11 ASP N N 15 121.91 

12 PRO CA C 13 63.89 

12 PRO CB C 13 31.68 

13 ALA H H 1 8.28 

13 ALA CA C 13 53.15 

13 ALA CB C 13 18.47 

13 ALA N N 15 122.78 

14 GLU H H 1 7.97 

14 GLU CA C 13 56.93 

14 GLU CB C 13 29.72 

14 GLU N N 15 118.54 

15 TYR H H 1 7.866 

15 TYR CA C 13 58.61 
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15 TYR CB C 13 38.25 

15 TYR N N 15 120.299 

16 ASN H H 1 8.154 

16 ASN CA C 13 53.55 

16 ASN CB C 13 38.41 

16 ASN N N 15 119.718 

17 LEU H H 1 7.889 

17 LEU CA C 13 55.92 

17 LEU CB C 13 41.87 

17 LEU N N 15 121.72 

18 ARG H H 1 8.05 

18 ARG CA C 13 56.52 

18 ARG CB C 13 30.24 

18 ARG N N 15 120.5 

19 SER H H 1 8.035 

19 SER CA C 13 58.65 

19 SER CB C 13 63.83 

19 SER N N 15 116.05 

20 ARG H H 1 8.13 

20 ARG CA C 13 56.48 

20 ARG CB C 13 30.32 

20 ARG N N 15 122.63 

21 THR H H 1 8.045 

21 THR CA C 13 62.4 

21 THR CB C 13 69.93 

21 THR N N 15 116.08 

22 VAL H H 1 8.078 

22 VAL CA C 13 62.41 

22 VAL CB C 13 32.27 

22 VAL N N 15 123.64 

23 LEU H H 1 8.203 

23 LEU CA C 13 55.12 

23 LEU CB C 13 41.94 

23 LEU N N 15 126.1 

24 ALA H H 1 8.177 

24 ALA CA C 13 52.85 

24 ALA CB C 13 18.7 

24 ALA N N 15 125.125 

25 GLY H H 1 8.245 

25 GLY CA C 13 45.2 

25 GLY N N 15 108.172 

26 THR H H 1 7.911 

26 THR CA C 13 61.98 

26 THR CB C 13 70.14 

26 THR N N 15 113.23 
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27 ALA H H 1 8.273 

27 ALA CA C 13 52.84 

27 ALA CB C 13 18.6 

27 ALA N N 15 126.31 

28 GLY H H 1 8.25 

28 GLY CA C 13 45.07 

28 GLY N N 15 108.14 

29 GLN H H 1 8.036 

29 GLN CA C 13 53.66 

29 GLN CB C 13 28.47 

29 GLN N N 15 120.49 

30 PRO CA C 13 63.34 

30 PRO CB C 13 31.79 

31 ALA H H 1 8.369 

31 ALA CA C 13 52.49 

31 ALA CB C 13 18.74 

31 ALA N N 15 124.24 

32 ASP H H 1 8.176 

32 ASP CA C 13 54.23 

32 ASP CB C 13 40.92 

32 ASP N N 15 119.249 

33 LYS H H 1 8.096 

33 LYS CA C 13 56.66 

33 LYS CB C 13 32.66 

33 LYS N N 15 121.89 

34 ALA H H 1 8.192 

34 ALA CA C 13 52.95 

34 ALA CB C 13 18.57 

34 ALA N N 15 124.642 

35 SER H H 1 8.079 

35 SER CA C 13 58.56 

35 SER CB C 13 63.99 

35 SER N N 15 114.888 

36 ALA H H 1 8.23 

36 ALA CA C 13 52.65 

36 ALA CB C 13 18.72 

36 ALA N N 15 125.94 

37 SER H H 1 8.18 

37 SER CA C 13 58.67 

37 SER CB C 13 63.96 

37 SER N N 15 114.8 

38 GLY H H 1 8.26 

38 GLY CA C 13 45.27 

38 GLY N N 15 110.96 

39 SER H H 1 8.186 
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39 SER CA C 13 58.8 

39 SER CB C 13 64 

39 SER N N 15 115.71 

40 GLY H H 1 8.38 

40 GLY CA C 13 45.16 

40 GLY N N 15 111.056 

41 ALA H H 1 7.987 

41 ALA CA C 13 52.51 

41 ALA CB C 13 18.76 

41 ALA N N 15 123.54 

42 GLN H H 1 8.283 

42 GLN CA C 13 55.74 

42 GLN CB C 13 29.02 

42 GLN N N 15 119.913 

43 VAL H H 1 8.141 

43 VAL CA C 13 62.69 

43 VAL CB C 13 32.36 

43 VAL N N 15 122.088 

44 GLY H H 1 8.43 

44 GLY CA C 13 45 

44 GLY N N 15 112.959 

45 GLY H H 1 7.994 

45 GLY CA C 13 44.49 

45 GLY N N 15 108.869 

46 PRO CA C 13 63.21 

46 PRO CB C 13 31.84 

47 ILE H H 1 8.219 

47 ILE CA C 13 61.38 

47 ILE CB C 13 38.46 

47 ILE N N 15 121.246 

48 SER H H 1 8.315 

48 SER CA C 13 58.42 

48 SER CB C 13 63.95 

48 SER N N 15 120.017 

49 SER H H 1 8.332 

49 SER CA C 13 58.68 

49 SER CB C 13 63.91 

49 SER N N 15 118.365 

50 GLY H H 1 8.327 

50 GLY CA C 13 45.25 

50 GLY N N 15 110.83 

51 SER H H 1 8.128 

51 SER CA C 13 58.43 

51 SER CB C 13 63.97 

51 SER N N 15 115.659 
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52 SER H H 1 8.317 

52 SER CA C 13 58.56 

52 SER CB C 13 63.99 

52 SER N N 15 117.97 

53 ALA H H 1 8.228 

53 ALA CA C 13 52.81 

53 ALA CB C 13 18.73 

53 ALA N N 15 125.879 

54 SER H H 1 8.132 

54 SER CA C 13 58.49 

54 SER CB C 13 63.87 

54 SER N N 15 114.634 

55 SER H H 1 8.162 

55 SER CA C 13 58.47 

55 SER CB C 13 64.02 

55 SER N N 15 117.96 

56 VAL H H 1 7.992 

56 VAL CA C 13 62.41 

56 VAL CB C 13 32.41 

56 VAL N N 15 121.56 

57 THR H H 1 8.169 

57 THR CA C 13 63.34 

57 THR CB C 13 69.97 

57 THR N N 15 119.17 

58 VAL H H 1 7.99 

58 VAL CA C 13 62.36 

58 VAL CB C 13 32.34 

58 VAL N N 15 121.55 

59 THR H H 1 8.14 

59 THR CA C 13 62.03 

59 THR CB C 13 69.96 

59 THR N N 15 118.97 

60 ARG H H 1 8.27 

60 ARG CA C 13 56.03 

60 ARG CB C 13 30.57 

60 ARG N N 15 124.03 

61 SER H H 1 8.19 

61 SER CA C 13 58.37 

61 SER CB C 13 63.91 

61 SER N N 15 116.9 

62 TYR H H 1 8.13 

62 TYR CA C 13 58.32 

62 TYR CB C 13 38.58 

62 TYR N N 15 122.53 

63 ARG H H 1 8.02 
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63 ARG CA C 13 55.84 

63 ARG CB C 13 30.69 

63 ARG N N 15 122.68 

64 SER H H 1 8.19 

64 SER CA C 13 58.37 

64 SER CB C 13 63.87 

64 SER N N 15 117.49 

65 VAL H H 1 8.11 

65 VAL CA C 13 62.51 

65 VAL CB C 13 32.39 

65 VAL N N 15 121.81 

66 GLY H H 1 8.37 

66 GLY CA C 13 45.1 

66 GLY N N 15 112.34 

67 GLY H H 1 8.115 

67 GLY CA C 13 45.09 

67 GLY N N 15 108.83 

68 SER H H 1 8.27 

68 SER CA C 13 58.72 

68 SER CB C 13 64 

68 SER N N 15 115.74 

69 GLY H H 1 8.42 

69 GLY CA C 13 45.23 

69 GLY N N 15 111.002 

70 GLY H H 1 8.182 

70 GLY CA C 13 45.15 

70 GLY N N 15 108.78 

71 GLY H H 1 8.184 

71 GLY CA C 13 45.03 

71 GLY N N 15 108.79 

72 SER H H 1 8.1 

72 SER CA C 13 58.47 

72 SER CB C 13 63.98 

72 SER N N 15 115.704 

73 PHE H H 1 8.243 

73 PHE CA C 13 58.47 

73 PHE CB C 13 39.21 

73 PHE N N 15 122.061 

74 GLY H H 1 8.189 

74 GLY CA C 13 45 

74 GLY N N 15 110.365 

75 ASP H H 1 8.04 

75 ASP CA C 13 53.96 

75 ASP CB C 13 40.85 

75 ASP N N 15 120.44 
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76 ASN H H 1 8.24 

76 ASN CA C 13 53.42 

76 ASN CB C 13 38.41 

76 ASN N N 15 118.3 

77 LEU H H 1 8.04 

77 LEU CA C 13 55.58 

77 LEU CB C 13 41.96 

77 LEU N N 15 121.76 

78 VAL H H 1 7.97 

78 VAL CA C 13 62.62 

78 VAL CB C 13 32.34 

78 VAL N N 15 121.13 

79 THR H H 1 8.14 

79 THR CA C 13 62.47 

79 THR CB C 13 70.01 

79 THR N N 15 118.96 

80 ARG H H 1 8.13 

80 ARG CB C 13 32.45 

80 ARG N N 15 123.54 

84 LEU CA C 13 55.18 

84 LEU CB C 13 41.96 

85 GLY H H 1 8.11 

85 GLY CA C 13 45.29 

85 GLY N N 15 109 

86 ASN H H 1 8.15 

86 ASN CA C 13 52.66 

86 ASN CB C 13 38.44 

86 ASN N N 15 118.84 

87 SER H H 1 8.16 

87 SER N N 15 116.14 

90 ARG H H 1 8.13 

90 ARG CA C 13 56.21 

90 ARG CB C 13 30.5 

90 ARG N N 15 122.83 

91 THR H H 1 8.1 

91 THR CA C 13 62.39 

91 THR CB C 13 69.99 

91 THR N N 15 116.43 

92 GLN CA C 13 55.33 

92 GLN CB C 13 29.45 

92 GLN N N 15 122.57 

93 SER H H 1 8.34 

93 SER CA C 13 56.88 

93 SER CB C 13 63.04 

93 SER N N 15 119.11 
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94 PRO CA C 13 63.24 

94 PRO CB C 13 32.1 

95 GLN H H 1 8.38 

95 GLN CA C 13 55.91 

95 GLN CB C 13 28.96 

95 GLN N N 15 120.11 

96 ASN H H 1 8.23 

96 ASN CA C 13 52.88 

96 ASN CB C 13 38.67 

96 ASN N N 15 119.5 

97 ALA H H 1 8.14 

97 ALA CA C 13 52.77 

97 ALA CB C 13 18.68 

97 ALA N N 15 124.36 

98 SER H H 1 8.18 

98 SER CA C 13 58.51 

98 SER CB C 13 63.67 

98 SER N N 15 115.08 

99 ILE H H 1 7.94 

99 ILE CA C 13 61.16 

99 ILE CB C 13 38.37 

99 ILE N N 15 122.19 

100 MET H H 1 7.83 

100 MET CA C 13 57.08 

100 MET CB C 13 33.46 

100 MET N N 15 129.15 
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Détermination d’un facteur de forme des fibres au cours du 

temps 

Utilisation d’un système de mélange rapide 
 

Pour suivre la formation de fibres au cours du temps, il est primordial d’obtenir des 

informations précises sur les étapes d’initiation de cette polymérisation à partir des 

monomères protéiques. Malheureusement ces étapes sont difficiles à obtenir. Ainsi, un 

système de mélange rapide fut nécessaire pour les étudier. L’équipe du Dr. Javier Perez a donc 

pour cela choisi d’utiliser un appareil de Stopped-Flow développé par la société Bio-Logic. Ce 

système permet également d’injecter les réactifs permettant la polymérisation 

simultanément dans le circuit de WA-MALS ainsi que dans le capillaire de SAXS afin d’obtenir 

un temps initial T0 simultané pour les deux analyses.  

Analyse des données de WA-MALS 
 

Les données de WA-MALS ont pour but d’extraire la masse molaire ainsi que le rayon de 

giration des polymères observés au cours du temps. Les données ont été analysées grâce à la 

méthode de Zimm (Zimm B., 1948) dans laquel K*c/R() est représenté en fonction de 

sin²(/2). 

Avec : 

-  : Angle de diffusion 

- 𝐾∗ : Constante optique du système (cm².g-²) (Equation 1) 

- 𝑐 : Concentration de l’échantillon 

- 𝑅() : Ratio de Rayleigh. Le ratio de Rayleigh représente l’excédent de diffusion par 

rapport à la diffusion du solvant seul pour un détecteur centré à l’angle   

 

 

K* est reliée à l’indice de réfraction de l’échantillon par la relation suivante : 

Equation 1:   𝐾∗ =
4𝜋2𝑛0

2(
𝑑𝑛

𝑑𝑐
)

2

𝑁𝐴𝜆4  

 

Avec :   

- 𝑛0 : indice de réfraction du solvant 
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- 
𝑑𝑛

𝑑𝑐
 (cm3.g-1) : indice de réfraction de l’échantillon 

- 𝑁𝐴 : Nombre d’Avogadro 

- 𝜆 : Longueur d’onde de la lumière incidente dans le vide (g.cm-3)  

 

Il est alors possible d’extraire la masse molaire pondérée <Mw> (Equation 2) ainsi que le carré 

du rayon de giration <Rg²> (Equation 3) à partir de la représentation de Zimm. 

Equation 2 : < 𝑀𝑤 > =  ∑ 𝑀𝑖 . 𝑤𝑖 

 

Equation 3 : < 𝑅𝑔² > =  
∑ 𝑀𝑖.𝑤𝑖.(𝑅𝑔²)𝑖

∑ 𝑀𝑖.𝑤𝑖
 

  

avec :  

- Mi : masse molaire 

- Rg² : carré du rayon de giration 

- wi : fraction pondérée de l’espèce i 

 

L’équation de Zimm est alors :  

 

Equation 4 : 
𝐾∗𝑐

𝑅(𝜃)
=

1

<𝑀>𝑤
 (1 +

16𝜋2.𝑛0
2.<𝑅𝑔

2>𝑧

3𝜆2  . sin2 𝜃

2
) 

  

Lorsque 𝜃 = 0, on obtient :  

Equation 5 : 
𝐾∗𝑐

𝑅(0)
=  

1

<𝑀>𝑤
 

On trace alors la courbe 
𝐾∗𝑐

𝑅(𝜃)
 en fonction de sin2 𝜃

2
+ 𝑘𝑐 où 𝑘  est une constante arbitraire qui 

sert à espacer les courbes pour les différents 𝑐, sur un même diagramme : le diagramme de 

Zimm (Figure 1). On peut alors construire les courbes pour 𝜃 = 0 et 𝑐 = 0, en extrapolant les 

courbes pour 𝑐 constante et 𝜃 constant respectivement. Les courbes pour 𝜃 = 0 et 𝑐 = 0 

devraient alors intercepter l’axe 
𝐾∗𝑐

𝑅(𝜃)
 en un même point correspondant à   

1

<𝑀>𝑤
.  

 

L’intersection de la courbe donnera alors  
1

<𝑀>𝑤
 . 
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Pour trouver < 𝑅𝑔
2 >𝑧, nous utilisons le fait que la courbe à 𝑐 = 0 a la forme :  

Equation 6 :  
𝐾∗𝑐

𝑅(𝜃)
= 𝑎 + 𝑏. sin2 𝜃

2
  où b = 1 +

16𝜋2.𝑛0
2.<𝑅𝑔

2>𝑧

3𝜆2  on peut alors mesurer la pente de 

cette courbe pour 𝑐 = 0 et, connaissant la valeur de 𝜆, il nous est facile de trouver < 𝑅𝑔
2 >𝑧. 

 

 

 

 

 

 

Figure 82 : Représentation de Zimm. Les points représentent différentes valeurs de concentration (indiquées en bleu) mais 
également des angles de diffusion différents (indiqués en rouge).  

Ainsi, les données de WA-MALS nous permettent d’extraire la masse moyenne ainsi que 

le rayon de giration des filaments formés.  

Modélisation des données 
 

La méthode de Zimm a d’abord été développée pour des particules monodisperses. Lors 

de l’étude de solutions de particules monodisperses et sphériques, une méthode de 

régression linéaire est utilisée et le résultat est une droite. Malheureusement, lorsqu’une 

solution contient des particules polydisperses et allongées, la méthode de Zimm donne des 

courbes. L’extrapolation à 𝜃 = 0 ne peut alors être faite qu’avec des polynômes. Une limite 

intrinsèque à la méthode de Zimm est la nécessité de choisir des angles ainsi que les degrés 

des polynômes lors de sa modélisation. De plus, les résultats obtenus à des 𝜃 très petits étant  

très bruités. Il est donc très difficile de choisir le bon polynôme ainsi que les angles 𝜃 à inclure. 

Une seconde méthode de modélisation, plus robuste a alors dû être employée.  
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Pour la modélisation de nos données de MALS, nous utiliserons l’équation de Fisher-

Burford. La méthode de Zimm utilisait 
𝐾∗𝑐

𝑅(𝜃)
 permettant d’obtenir 

1

<𝑀>𝑤
. Dans la méthode de 

Fisher-Burford, nous calculons 𝐼∗(𝑞) qui est en fait 
𝑅(𝜃)

𝐾∗𝑐
 donnant alors par intersection 

directement < 𝑀 >𝑤.  

 

 

L’équation de Fisher-Burford est alors décrite par :  

Equation 7 : 𝐼∗(𝑞) =  
<𝑀>𝑤

[1+𝑞2<𝜉2>𝑧]
𝐷𝑚

2

 

 

Où :  

- 𝐼∗(𝑞) est l’amplitude de l’intensité diffusée.  

- 𝑞 est le vecteur de diffusion 𝑞 = 4𝜋
sin

𝜃

2

𝜆
 

La limite de 𝐼∗(𝑞) lorsque 𝑞 tend vers 0 fournit directement le paramètre< 𝑀 >𝑤.  

Le paramètre < 𝑅𝑔
2 >𝑧 est obtenu à partir de < 𝜉2 >𝑧 grâce à la relation 

Equation 8 : < 𝑅𝑔
2 >𝑧=

3𝐷𝑚

2
< 𝜉2 >𝑧 

La fonction de reconstruction aura donc comme paramètres libres :  < 𝜉2 >𝑧  𝑒𝑡 𝐷𝑚. 

 

Une comparaison des valeurs de <Rg> et <M> obtenues respectivement par les méthodes de 

Fisher-Burford et de Zimm est visible en Figure 2. 
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Figure 83 : Comparaison des graphiques obtenus par la méthode de Zimm après avoir choisi manuellement les degrés de 
polynômes ainsi que les angles à inclure, avec les résultats obtenus avec l’équation de Fisher-Burford.  

La fonction de Fisher-Burford semble fonctionner assez bien avec les données de MALS 

enregistrées sur le fibrinogène. Cependant, afin de tester sa robustesse, il a été nécessaire de 

confronter cette méthode à un grand nombre de jeux de données. Ainsi, un générateur de 

polymères a ensuite été utilisé. Chaque monomère est alors représenté par un cylindre. Les 

cylindres peuvent être associés entre eux de différentes manières (Figure 3):  

- Mode simple brin 

- Double brin 

- Branchés en forme de « Y » 
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Figure 84 : Modes de polymérisation du fibrinogène. Haut : branchement des cylindres modèles en forme de "Y" avec un angle 
de liaison de 30°. La torsion est donnée par l’angle azymuthal. Milieu : les cylindres peuvent s’associer en mode « double brin ». 
Bas : la transition « Y » vers « double brin » est autorisée.  

Chaque polymère est décrit par les coordonnées initiales et finales de chaque cylindre qui 

le compose. Afin de produire une distribution d’espèces de polymères, le programme utilise 

les statistiques de  polycondensation bifonctionnelle de Flory régissant la formation des gels. 

A partir d’un ensemble défini de polymères, il est possible de générer grâce à des distributions 

théoriques, les paramètres  < 𝑅𝑔
2 >𝑧 , 𝑅𝑐² et < 𝑀 >𝑤.  

Une seconde méthode pour générer la courbe de diffusion donnée par l’ensemble des 

polymères est effectuée à partir des intensités diffusées en fonction de 𝑞 pour des ensembles 

de cylindres connectés. Le jeu de données synthétique est généré en prenant en compte, pour 

chaque cylindre 𝑘 d’un polymère composé de N monomères, le champ électrique diffusé 

𝐸𝑘(𝜃) à tous les angles de diffusion, puis en sommant toutes les contributions provenant de 

tous les cylindres et en recréant le facteur de forme du polymère 𝑃𝑁(Θ) en tant que carré du 

module normalisé du champ électrique total :  

Equation 9 : 𝑃𝑁(𝜃) =  
|∑ 𝐸𝑘(𝜃)𝑁

𝑘 |
2

|∑ 𝐸𝑘(0)𝑁
𝑘 |

2 

Pour chaque cylindre, 𝐸𝑘(Θ) est calculé en prenant en compte son orientation par rapport à 

la direction de diffusion grâce à l’approximation de Rayleigh-Gans. Les facteurs de forme des 

polymères ayant même 𝑁 sont alors moyennés en fonction de leurs orientations et de leurs 

configurations de manière à obtenir une estimation robuste statistiquement de 𝑃𝑁(𝜃). 

Enfin, le ratio de diffusion de Rayleigh total est calculé en prenant la moyenne sur z des 

facteurs de forme de tous les polymères en solution tel que : 

     Equation 10 : 𝑅(𝜃) = 𝐾∗𝑐 < 𝑀 >𝑤< 𝑃(𝜃) >𝑧 

Où < 𝑃(𝜃) >𝑧=  ∑ 𝑤𝑖. 𝑀𝑖 . 𝑃𝑖
𝑁𝑚𝑎𝑥
𝑖 (𝜃) et 𝑁𝑚𝑎𝑥 est le nombre de monomère du plus grand 

polymère. La validation se fait alors en comparant les valeurs exactes de  < 𝑅𝑔
2 >𝑧 et 
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< 𝑀 >𝑤 à chaque instant (dérivé des polymères connus et utilisés pour calculer la courbe de 

diffusion pour chaque polymère), avec ceux dérivés de 𝐼∗(𝑞) obtenus grâce à la fonction de 

Fisher-Burford. Un bruit statistique est ajouté au préalable aux données de 𝐼∗(𝑞) synthétiques 

pour reproduire au mieux les conditions expérimentales théoriques.  

 

Analyse des données de SAXS 
 

L’analyse des courbes obtenues par SAXS sont faites à l’aide de la représentation de 

Guinier adaptée aux particules cylindriques. Cette représentation consiste à tracer ln(𝑞𝐼∗(𝑞)) 

en fonction de 𝑞² et permet d’évaluer le rayon de section moyen de la particule grâce à la 

formule : 

Equation 11 : ln
𝑞.𝐼∗(𝑞)

𝑐
=  ln

𝑞𝐼∗(0)

𝑐
− (

𝑅𝑐
2

2
) . 𝑞²  pour 

2𝜋

𝐿
< 𝑞 <

1

𝑅𝑐
 

Avec :  

- 𝑞  : vecteur de diffusion 𝑞 = 4𝜋
sin

𝜃

2

𝜆
 

- 𝐼∗(𝑞) : Intensité de diffusion normalisée réduite en fonction du transfert de moment 

𝑞 

- < 𝑅𝑐 > : Section du rayon de giration de particules cylindriques 𝑅𝑐² = 
𝑟²

2
 avec 𝑟 étant 

le rayon géométrique de la particule étudiée 

- 𝑐 : Concentration de l’échantillon 

- 𝐿 : Longueur d’un monomère de l’espèce étudiée 

Ainsi, les données de SAXS nous permettent d’extraire la section des filaments formés 𝑅𝑐². 

Cependant, il n’est pas possible d’obtenir simultanément < 𝑅𝑔
2 >𝑧 et < 𝑀 >𝑤 par SAXS au-

delà d’oligomères de petites tailles puisque rapidement, les valeurs deviennent hors d’atteinte 

des capacités de mesure du système. Ainsi, dans le but de mesurer simultanément ces trois 

valeurs, il a fallu coupler la mesure par SAXS avec le système WA-MALS.  
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$ 

Titre : Analyse structurale des régions prédites comme dépliées de l’enveloppe nucléaire : exemples de 

l’émerine et de la lamine A. 
Mots clés : Lamines, Résonance Magnétique Nucléaire, Protéines Intrinsèquement Désordonnées, Progéria 

Résumé 

Les lamines sont le principal composant du nucléosquelette. Elles sont principalement localisées à 

l’enveloppe nucléaire, où elles interagissent avec la membrane nucléaire interne, les protéines associées à la 

chromatine ainsi qu’avec des modulateurs de la signalisation cellulaire. Le gène LMNA code pour la prélamine A 

et la lamine C. La région C-terminale de la prélamine A est prédite pour être désordonnée et est la cible de 

plusieurs événements de maturation. En effet, la protéine est farnésylée, coupée, carboxyméthylée, puis coupée 

à nouveau ; perdant finalement son groupement farnésyl. Un mutant de cette protéine, dont 50 acides aminés 

sont manquants, est responsable du syndrome d’Huchtinson-Gilford, appelé progéria (Eriksson et al., 2003). Chez 

ce mutant, appelé progérine, le site de coupure finale est absent et la protéine reste constitutivement farnésylée.  

La lamine A est connue pour interagir avec la protéine de la membrane nucléaire interne, l’émerine. 

L’absence d’émerine est responsable de la dystrophie musculaire d’Emery Dreifuss. L’émerine contient un LEM, 

suivi d’une région prédite comme désordonnée, essentielle pour l’auto-assemblage de l’émerine (Berk et al., 

2014). L’oligomérisation de l’émerine régule ses interactions avec plusieurs partenaires à la membrane nucléaire 

interne et à la chromatine. Nous avions auparavant démontré que la région nucléoplasmique de l’émerine peut 

s’auto-associer pour former des filaments in vitro (Herrada et al., 2015) et nous avons récemment révélé que ces 

filaments sont capables d’interagir directement avec la queue de la lamine A (Samson et al., 2018).  

Ici, je me suis intéressé à l’analyse structurale des régions prédites comme désordonnées chez (1) 

l’émerine (2) la prélamine A. Dans le cas de l’émerine, j’ai analysé la conformation de la région nucléoplasmique 

d’émerine avant et après auto-assemblage, en travaillant avec l’émerine sauvage et plusieurs mutants entraînant 

des myopathies. J’ai montré que deux fragments de l’émerine 1-187 et 67-221 peuvent polymériser, tandis que 

leur région commune 67-187, reste toujours monomérique dans nos conditions (Samson et al., 2018). Nous 

avons aussi montré que le domaine LEM est au moins partiellement déplié au cours de l’assemblage de la région 

1-187. J’ai également attribué les signaux RMN de la région désordonnée 67-170, dans le but d’étudier par la 

suite l’impact des phosphorylations de cette région sur la structure de l’émerine et sur ses propriétés d’auto-

assemblage (Samson et al., 2016). Dans le cas de la lamine A, j’ai étudié la région C-terminale de la prélamine A, 

prédite comme dépliée et qui est le siège de nombreuses modifications post-traductionnelles. J’ai attribué les 

signaux RMN du peptide prélamine A ainsi que de son mutant progérine (Celli et al., 2018). J’ai montré que ces 

deux peptides sont en effet déplés et possèdent une hélice  transitoire très conservée. Je propose cette hélice 

comme site de liaison pour un partenaire encore non identifié. J’ai également démontré que le peptide prélamine 

A possède une tendance à s’auto-assembler. Cependant, la prélamine A et le peptide progérine  sauvages et 

farnésylés, n’interagissent pas avec le domaine IgFold de la lamine A ni avec BAF, deux domaines associés avec 

la progéria. J’ai étudié par la suite les interactions de ces peptides avec deux autres partenaires associés à la 

progéria : la protéine de la membrane nucléaire interne SUN1 et la protéine associée à la chromatine RBBP4. 

SUN1 est également intrinsèquement désordonnée et très peu soluble dans nos conditions. Les résultats 

montrent que le peptide prélamine A ne lie pas RBBP4 mais pourrait avoir besoin de la partie C-terminale qui la 

précède. Cependant, RBBP4 lie directement le partenaire de la lamine BAF. Sur les bases de ces résultats, je 

propose une série d’expériences pour identifier les détails moléculaires des interactions entre la queue C-

terminale de la lamine A, BAF et RBBP4. 
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Abstract 

Lamins are the main components of the nucleoskeleton. They are primarily located at the nuclear 

envelope, where they interact with inner nuclear membrane proteins, chromatin-associated proteins and cell 

signaling modulators. The LMNA gene codes for prelamin A and lamin C. The C-terminal region of prelamin A is 

predicted to be unfolded and is the target of several maturation events. Indeed, the protein is farnesylated, 

cleaved, carboxymethylated and cleaved again; losing eventually its farnesyl group. A mutant of this protein, 

lacking 50 amino acids, is responsible for the Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome (Eriksson et al., Nature 

2003). In this mutant, called progerin, the final cleavage site is absent and the protein stays constitutively 

farnesylated.  

Lamin A is reported to interact with the inner nuclear membrane protein emerin. Lack of emerin is 

responsible for Emery Dreifuss Muscular Dystrophy. Emerin contains a folded LEM domain, followed by a region 

that is predicted to be disordered and is essential for emerin self-assembly (Berk et al., 2014). Emerin 

oligomerization regulates its interaction with several partners at the inner nuclear membrane and at the 

chromatin. We previously showed that the nucleoplasmic region of emerin can self-assemble to form curvilinear 

filaments in vitro (Herrada et al., 2015) and we recently revealed that these filaments are able to directly bind to 

the lamin A tail (Samson et al., 2018). 

Here I focused on the structural analysis of regions that are predicted to be unfolded in (1) emerin, (2) 

prelamin A. In the case of emerin, I analysed the conformation of the nucleoplasmic region of emerin before and 

after self-assembly, working on wild-type emerin as well as several mutants causing myopathies. I showed that 

the two fragments of emerin 1-187 and 67-221 were able to self-assemble, whereas their common region, 67-

187, is always a monomer in our conditions (Samson et al., 2018). I also revealed that the LEM domain is at least 

partially unfolded during self-assembly of region 1-187, as a mutant with a destabilized LEM domain self-

assembles faster and a mutant with a LEM domain locked in its folded conformation cannot self-assemble 

(Samson et al., 2017). I also assigned all the NMR signals of the unfolded region 67-170, in order to further study 

by NMR the impact of phosphorylation of this region on emerin structure and self-assembly properties (Samson 

et al., 2016). In the case of lamin A, I studied the C-terminal region of prelamin A that is predicted as unfolded 

and is heavily post-translationally modified. I assigned the NMR signals of this prelamin A peptide as well as its 

mutant peptide corresponding to the progerin sequence (Celli et al., 2018). I showed that both peptides are 

indeed unstructured and exhibit a partially populated  helix that has a highly conserved sequence. I propose 

that this helix is a binding site for a yet unidentified partner. I also revealed that the prelamin A peptide has a 

tendency to self-assemble. However, the monomeric prelamin A and progerin peptides, wild-type as well as 

farnesylated, do not interact with the immunoglobulin-like domain of lamin A/C and with BAF, two domains 

associated with progeria. Then, I investigated the interactions mediated by these peptides and two other 

important partners associated to progeria: the inner nuclear membrane SUN1 and the chromatin-associated 

protein RBBP4.  However, SUN1 is also intrinsically disordered and poorly soluble in our conditions. First results 

showed that the prelamin peptide does not bind to RBBP4 but might need the remaining part of the lamin A tail 

for this interaction. However, RBBP4 directly binds to the lamin partner BAF. Based on my results, I propose a set 

of experiments to identify the molecular details of the interactions between the lamin A tail, BAF and RBBP4. 
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