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RÉSUMÉ 

Les protéines sont de longues chaînes d'acides aminés qui doivent se positionner 

de façon très précise pour accomplir leur fonction. Pour les assister dans leur 

repliement, la cellule dispose de chaperonnes moléculaires. Il existe plusieurs familles 

de chaperonnes, presque toutes composées de protéines de choc thermique, qui 

coopèrent entre elles par la combinaison de leur fonctions spécifiques et la 

reconnaissance de substrats. 

La représentante bactérienne de la famille des protéines de choc thermique de 

70kDa, DnaK, réalise sa fonction de chaperonne sur les polypeptides en élongation, lors 

de chocs thermiques et pour assurer le transfert de substrats entre les familles de 

chaperonnes. Il est probable que plusieurs mécanismes soient employés par DnaK pour 

agir sur les protéines. Il a été proposé que les rôles de protection des polypeptides et de 

leur conservation à l'état déplié soient régulés par un mécanisme de « holdase ». Cette 

théorie préconise que plusieurs molécules de DnaK se lient à un seul polypeptide, 

engendrant un encombrement stérique empêchant le substrat de se replier 

incorrectement. L'objectif de mon étude était de vérifier l'existence d'un tel mode 

d'action sur un modèle polypeptidique mimant une protéine dénaturée, la lactalbumine 

réduite et carboxyméthylée. 

Pour appuyer cette théorie, on procédera d'abord à la vérification de l'existence 

d'un complexe formé des deux protéines; la chaperonne et son substrat. Par la suite, en 

utilisant l'anisotropie de fluorescence, on vérifiera la spécificité de la liaison en se 

basant sur le comportement de DnaK en présence de nucléotides. C'est avec cette même 

technique que la constante de dissociation du complexe sera révélée par un titrage de 

DnaK avec une quantité de lactalbumine invariable. La caractérisation de la stabilité de 

la liaison et de sa dissociation est essentielle à la fois à la réalisation des expériences et à 

la vérification de la théorie de « holdase ». 
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IV 

Par la suite, on pourra entamer les mesures calorimétriques qui serviront à décrire 

le système du point de vue thermodynamique et à déterminer le nombre de sites de 

liaison de DnaK sur la lactalbumine. Un titrage calorimétrique isotherme fournira ces 

informations. C'est sur la base du nombre de sites de liaison qu'un protocole utilisant 

des gels de polyacrylamide et la spectroscopie de masse sera élaboré. Cette expérience 

permettra d'identifier les sites de liaison de DnaK sur la lactalbumine, dans le but de 

comparer nos résultats avec les valeurs d'affInité déjà publiées pour la chaperonne et ses 

substrats. C'est avec tous ces éléments qu'on pourra conclure que DnaK agit en 

« holdase }) sur la lactalbumine mimant le polypeptide déplié. 
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CHAPITRE 1 : 

INTRODUCTION 

1.1 Chaperonnes moléculaires et repliement protéique 

La cellule est un univers stable et très organisé. Néanmoins, les conditions y sont 

parfois difficiles pour les protéines souvent fragiles qui exécutent la majorité des 

fonctions cellulaires. Entre autres, la densité protéique dans le cytoplasme est 

énorme (350-400 mg/ml) (1) et une telle concentration a pour conséquences une grande 

viscosité dans le milieu (2, 3) et un encombrement stérique pour les polypeptides 

naissants (1, 4). Il est ardu d'y prendre sa place, et l'environnement cellulaire particulier 

ne permet pas toujours aux protéines naissantes d'adopter leur conformation active. 

L'effet est amplifié par le processus en sens unique de la traduction, côté N­

terminal vers C-terminal, qui force les protéines à replier les régions du côté amino­

terminal à mesure qu'elles sont exposées. L'arrivée d'acides aminés hydrophobes dans 

un cytosol polaire peut conduire à un enroulement de forme erronée ou à l'agrégation 

des protéines entre elles. D'une façon semblable, des situations de stress comme la 

hausse de température, de pH ou de force ionique contribuent également à déstabiliser la 

structure des protéines matures (5). De plus, certains évènements physiologiquement 

importants comme le passage à travers des membranes des organelles et l'activation 

enzymatique requièrent des changements de conformation des protéines. 

Un système sophistiqué permet aux protéines qui ne sont pas en conformation 

native de ne pas s'agréger et de retrouver leur forme fonctionnelle. Si certaines 

protéines peuvent amorcer le processus de repliement seules, d'autres nécessitent la 

présence des chaperonnes moléculaires, dont la fonction est d'assister certaines protéines 

dans leur transformation, tout en évitant l'agrégation (6). Le mystère n'est que 
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partiellement dévoilé quant à la stratégie utilisée par les chaperonnes moléculaires pour 

reconnaître et replier une grande variété de protéines. 

Le terme «chaperonne moléculaire» a d'abord été utilisé pour décrire le 

comportement de la nucléoplasmine, une protéine du noyau nécessaire à l'assemblage 

des nucléosomes formés d'histones et d'ADN, dans des extraits d'œufs de Xenopus (7), 

et agit donc en se liant aux acides nucléiques. Nommée ainsi en référence au terme 

français désignant la femme autrefois chargée de veiller sur une jeune fille, le terme 

moléculaire a été élargi aux protéines dont la tâche, similairement à la nucléoplasmine, 

se concentre sur les polypeptides (8). 

Comme le propose la tâche du terme d'origine, les chaperonnes moléculaires (le 

terme «chaperonne» sera utilisé dans ce document pour désigner les chaperonnes 

moléculaires afin d'alléger le texte) guident les protéines dans leur maturation jusqu'à 

l'obtention de la conformation tridimensionnelle adéquate. 

1.1.1 La structure tridimensionnelle des protéines 

Pour qu'une protéine soit fonctionnelle, les atomes qui la composent doivent se 

positionner de façon très précise dans l'espace. Une petite variation peut entraîner 

l'inactivation de la protéine et même, si elle est généralisée ou que la protéine est 

essentielle, la mort cellulaire. 

La description de la structure protéique est décomposée en quatre éléments 

distincts mais fortement coopératifs, les structures primaire, secondaire, tertiaire et 

quaternaire (figure 1.1). L'agencement des éléments de la structure primaire (les acides 

aminés) forme la structure secondaire, de la même façon que les éléments de celle-ci 

façonnent l'apparence de la structure tertiaire. 

Une grande variété de forces est impliquée pour assurer la cohésion ou la 

répulsion des atomes de la protéine (9). Les forces électrostatiques à l'œuvre compren-
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Strnctme secondaire 

Feuillet ~ 

Figure 1.1: Organisation structurelle des protéines. On appelle structure primaire 
l'alignement des acides aminés formant la séquence alors que la structure 
secondaire décrit l'arrangement en hélice ou en feuillets de la séquence. La 
structure tertiaire résume l'agencement tridimensionnel des structures secondaires 
et la structure quaternaire survient lorsqu'il y a formation d'oligomères. 
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nent les forces entre charges, qui se fonnent lorsque un acide aminé est ionisé sous 

l'effet du pH, les forces dipolaires, dont le plus fréquent mais non le moindre est sans 

doute celui du lien peptidique et les interactions de Van der Waals (de dispersion), qui 

décrivent le comportement associatif des atomes sur des distances moyennes et de 

répulsion sur de courtes distances. Les forces de dispersion regroupent aussi les 

phénomènes d'inégalité de charge autour d'un groupe d'atome et de dipôles induits. 

Dans cette optique, ces forces décrivent aussi le partage d'hydrogène entre deux atomes 

électronégatifs qu'est le pont hydrogène (10). 

L'ensemble de ces forces oblige la protéine à positionner ses atomes en 

structures organisées généralement en feuillets ou en hélices pour satisfaire aux 

exigences électrostatiques et aux limitations d'angles et de distance entre les atomes. 

C'est essentiellement ces structures secondaires et leur arrangement (structure tertiaire) 

qui seront affectées lors de dénaturation protéique. Comme on sait que la séquence en 

acides aminés d'une protéine détennine à la fois la structure finale et le processus de 

repliement de cette protéine (11), il est à prévoir que des séquences plus ou moins 

spécifiques du polypeptide seront impliquées dans sa reconnaissance par la chaperonne. 

On imagine facilement que si certaines régions sont exposées automatiquement 

au cytosol dans le cas des polypeptides en élongation, les protéines matures ne 

dévoileront ces régions qu'à l'état dénaturé. La dénaturation résulte d'une modification 

de la cohésion des atomes par une variation de l'intensité des forces qui la maintiennent. 

Un changement de pH crée un changement de charge sur quelques acides aminés, une 

différence de force ionique influence les dipôles et charges induites et une hausse de 

température modifie les propriétés physiques de la protéine (12). C'est de cette façon 

que s'exposent des segments d'acides aminés souvent hydrophobes et nonnalement 

enfouis au cœur de la protéine. Cette réaction n'est pas toujours réversible 

spontanément, même en revenant aux conditions initiales très lentement. 
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1.1.2 Repliement protéique spontané et assisté 

La solubilité et les charges des acides aminés, dépendantes de l'environnement, 

gèrent l'affInité qu'ils ont les uns pour les autres. Ainsi, il est possible que le retrait 

progressif d'agents dénaturants ait pour conséquence un retour à l'état natif de la 

protéine. Le processus peut prendre différentes voies pour se réaliser (figure 1.2). Les 

méthodes employées par les protéines pour se replier diffèrent d'une protéine à l'autre et 

dépendent des conditions cellulaires. 

Que les structures secondaires se forment en premIer ou qu'elles soient 

construites postérieurement à la formation d'un noyau tridimensionnel de regroupement, 

il n'existe qu'un seul état final, dit état natif, qui permet à la protéine d'être 

fonctionnelle. Lorsque les voies présentées à la figure 1.2 ne peuvent être utilisées parce 

qu'elles conduiraient à des structures erronées, un repliement assisté de chaperonnes 

prend le relais. De la même façon que ce ne sont pas toutes les protéines qui nécessitent 

l'action des chaperonnes, les protéines qui en font usage n'utilisent pas toutes les 

mêmes. Un grand nombre de protéines chaperonnes cohabitent dans la cellule, et elles 

sont complémentaires par leur action. 

1.1.3 Les différentes familles de chaperonnes 

Le groupe des chaperonnes moléculaires s'agrandit régulièrement par la 

découverte de nouveaux membres dont la fonction de chaperonne est révélée. En effet, 

en plus de la découverte de nouvelles protéines à fonction de chaperonne, plusieurs 

protéines dont la fonction est connue depuis longtemps montrent également une activité 

de chaperonne. Très fortement conservées dans l'évolution et présentes autant dans les 

archéobactéries et les procaryotes que dans les cellules des eucaryotes, plus de 20 

familles différentes de chaperonnes ont été découvertes. Aussi, des chaperonnes 

spécifiques à certains types de tissus ou d'organelles ont été observées (13). La majorité 

des chaperonnes sont des protéines de choc thermique (Hsp, pour heat shock prote in) ; 

leur action est normalement stimulée par la hausse de température. On ne présentera 

dans ce document que les familles de chaperonnes qui interagissent d'une façon ou 
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Figure 1.2 : Processus de repliement spontané des protéines. Les stratégies de 
repliement protéique, à partir d'un état dénaturé, incluent (a) la formation des 
éléments de structure secondaire suivie de leur assemblage, (b) un enfouissement 
regroupant les acides aminés hydrophobes, les éléments de structure secondaire se 
formant par la suite et (c) la formation initiale d'un foyer de repliement de 
quelques acides aminés entraîne le reste de la structure séquentiellement. 

d'une autre avec Hsp70, qui est le sujet de l'étude. Ces familles de chaperonnes sont 

présentées au tableau 1.1, avec leurs co-chaperonnes et un résumé de leurs fonctions 

(14). Hendrick et Hartl décrivent les chaperonnes du tableau 1.1 comme « un groupe 

très varié de protéines qui ont la capacité de lier et stabiliser des conformations instables 

de d'autres polypeptides, et qui, par des cycles répétés de liaison et de libération du 

substrat protéique, facilitent le repliement ou l'assemblage requis» (15). Implicitement, 

cette définition informe qu'à la différence de certaines protéines qui catalysent le 
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Tableau 1.1: Résumé des principales chaperonnes et de leur fonction 

Famille de 
cha mnne 

• 
Hsp60 

Cha moines 

Hs 100 

sHs 

Nom 

GroEL 

Repliement 
protéique 

dépendant de 
l'ATP, 

Interagit avec 
15-30% des 

protéines 

Prévient 
l'agrégation, 

GroES 

DnaK régule la 
Hsc62-66 réponse au DnaJ, 

choc 
GrpE 

thermique 
(GrpE) 

Régule 
l'assemblage 

HtpG des facteurs 
de 

transcription 

Dissolution 

Nom 

TRiC/CC 
T 

Comme 
GroEL, 

Interagit avec 
l'actine et la 

tibuline 

Comme 
DnaK, 

Hspl0 

Ssa-4, 
Ssbl-2, 
Hsc73, 
Hsp72 

Impliquée Ydjl, Hsp40, 
dans le Mgel 

transport 
cellulaire 

Régule 
l'assemblage 

des 
récepteurs 

Hsp82 stéroïdiens et 
des facteurs 

de 
transcription 

ClpA-X, d'oligomères ClpP DnaK Hsp104 commBe ClpA 
ClpB et d'agrégats ' 

Hsp70, 
Hsp40 

protéiques 

Forment un 
24-mère qui 

IbpA-B, lie les 
Hsp 16,5 polypeptides 

dépliés 

Lient et 

H 12-42 stabili~nt les 
sp proteines 

dépliées 
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repliement par une transformation chimique du polypeptide comme le fait la PDI 

(protein disulfide isomérase), qui aide à former les ponts disulfure adéquats, les 

chaperonnes n'apportent pas d'information stérique au processus de repliement. 

Lorsqu'on fait référence aux chaperonines, il s'agit de la famille de Hsp60, un 

groupe de chaperonnes particulier dont les monomères sont d'environ 60kDa, qui 

s'organise en double heptamère (16) et qui accueille le polypeptide instable en son sein 

(17). Contrairement aux autres chaperonnes, les chaperonines interagissent avec la 

totalité de la séquence protéique puisque l'intégralité du substrat est à l'écart du solvant, 

à l'intérieur du cylindre que forment les monomères de Hsp60 (18). De séquence très 

conservée, les chaperonines sont présentes dans les mitochondries, les chloroplastes, les 

eubactéries, les archéobactéries et dans le cytosol des eucaryotes. 

Récemment, la toile d'araignée que forme le réseau d'interactions entre les 

différentes chaperonnes a commencé à être dévoilée (19,20). Ainsi, il a été mis en 

évidence que plusieurs substrats s'insèrent au cœur des chaperonines par l'entremise des 

Hsp70s (21). De nombreuses associations entre les chaperonnes sont à l'œuvre à 

l'intérieur d'une cellule et de nombreux substrats polypeptidiques sont transférés d'une 

protéine à l'autre (figure 1.3). 

1.1.4 Interactions entre familles de chaperonnes 

L'examen attentif du tableau 1.1 montre que Hsp70 est à la fois une chaperonne et un 

cofacteur d'une autre chaperonne, HsplOO. En effet, pour accomplir sa fonction, 

HsplOO doit former un complexe avec Hsp70 (22,23), qui l'aidera à dissoudre les 

agrégats protéiques et s'occupera ensuite du substrat polypeptidique pour la suite du 

processus de renaturation (23). De la même façon, la co-chaperonne Hsp40 de Hsp70, 

dont l'une des tâche est de repérer le polypeptide déplié pour l'apporter à Hsp70, a aussi 

une activité de chaperonne intrinsèque (24). 
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---------... État natif 
Hsp40 ---... 

Figure 1.3 : Transfert de substrat entre les familles de chaperonnes. Le repliement 
protéique est le résultat d'un travail d'équipe entre les différentes familles de 
chaperonnes. Les flèches indiquent que le substrat est transféré. Notez que le 
transfert vers un état final natif passe indispensablement par la chaperonne Hsp70. 

D'abord reconnue pour sa fonction dans le cycle d'hydrolyse de l'ATP de Hsp70, 

le rôle cellulaire de Hsp40 ne cesse d'être majoré par les récentes découvertes. Les 

Hsp40s, moins efficaces que les Hsp70s mais liant plusieurs substrats communs, sont 

des inhibiteurs compétitifs des Hsp70s (25). Il a même été proposé que les Hsp40s 

seraient responsables du transfert de substrat entre certaines familles de chaperonnes 

comme le signal rétrograde du substrat de Hsp90 à Hsp70 (26). 
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Comme le souligne la figure 1.3, les polypeptides dépliés seront fréquemment 

liés à Hsp70 en état intermédiaire. Hsp70 se chargera ensuite de replier différents 

polypeptides à l'aide de ses co-facteurs ou encore de transférer les substrats à Hsp60 

(19) ou à Hsp90 (27). Il reste encore beaucoup de travail à faire dans le domaine des 

mécanismes de coordination des fonctions des familles de chaperonnes dans la cellule, et 

il est probable que d'autres liens seront mis en évidence prochainement. Le 

fonctionnement des chaperonnes dans la cellule résulte d'une action concertée entre les 

familles pour la synthèse des protéines et la protection, l'assemblage et la dégradation 

des structures protéiques existantes. 

1.1.5 Aspects cellulaires des chaperonnes 

La majorité des chaperonnes sont particulièrement bien conservées entre les 

différents organismes (60% d'identité entre Hsp70 de E. coli et Hsp70 humaine) (28). 

Dans l'évolution des espèces, les chaperonnes seraient donc apparues très tôt et leur rôle 

se serait précisé au cours des années. Comme la fonction d'une protéine est 

conditionnée par sa structure tertiaire et que les structures tridimensionnelles que 

forment les protéines sont formées de chaînes polypeptidiques très longues, la nécessité 

des chaperonnes pourrait avoir une origine très lointaine. 

D'ailleurs, plusieurs de ces chaperonnes sont essentielles à la survie de la cellule 

ou encore leur absence cause des maladies. Par exemple, un mauvais fonctionnement 

des chaperonines est observé dans les cellules des gens atteints d'Alzheimer (29) et les 

Hsp70s ne sont pas pleinement fonctionnelles chez les patients ayant la fibrose kystique 

(30). 

En plus de leur fonction d'accompagnateur de protéines dénaturées, plusieurs 

chaperonnes ont aussi une fonction secondaire. Cette propriété des protéines de choc 

thermique permet à la cellule de réagir intégralement à un stress par une réponse unifiée 

de la cellule. Souvent, il s'agit d'un comportement de protéase, ce qui a l'avantage de 

fournir une porte de sortie à la cellule: lorsque les conditions cellulaires deviennent 

extrêmes, plusieurs chaperonnes seront appelées à dégrader les protéines mal formées 
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(31,32). D'autres, comme Hsp70, sont impliquées dans les chaînes métaboliques de 

signalisation cellulaire ou encore dans la transcription de l'ADN et la division cellulaire 

(5). 

1.2 Protéines Hsp70 

Les protéines de choc thermique de 70kDa (les Hsp70s) sont une classe de 

protéines dont les membres sont distribués dans les organelles des eucaryotes, dans le 

cytosol et dans les bactéries. Même si elles sont très semblables, il existe presque autant 

de Hsp70s différentes que d'endroits où on peut les rencontrer. Ces protéines, malgré 

leur nom, ne sont pas exprimées seulement dans les cas de choc thermique mais aussi de 

façon constitutive. Les nombreuses fonctions des Hsp70s impliquent que ces protéines 

doivent être présentes quelles que soient les conditions cellulaires. 

1.2.1 Fonctions des Hsp70s 

Les Hsp70s agissent sur les protéines instables dans diverses situations (figure 

1.4). D'abord, elles agiront sur les polypeptides nouvellement synthétisés, et ce dès 

qu'une partie du polypeptide est sortie du ribosome (33). Son action se concentre alors 

sur la protection du polypeptide et de ses parties hydrophobes contre les protéases et 

contre l'agrégation susceptible de se produire à cet instant. La liaison de la chaperonne 

prévient également la génération de structures non-natives créées spontanément en 

s'attachant temporairement aux régions hydrophobes (34). D'une manière similaire, les 

Hsp70s lient les sections susceptibles de former un noyau des protéines dénaturées par 

un stress cellulaire comme une hausse de la température, du pH, la présence d'oxydants 

ou une variation de force ionique. 

En plus d'un rôle de protection, les Hsp70s replient certains substrats pour leur rendre 

leur conformation native. Elles agissent alors à l'aide de Hsp40 et parfois d'une autre 

co-chaperonne pour le repliement. Lorsque les Hsp70s forment un complexe avec 

Hsp 100, elles accomplissent alors le rôle de cofacteur en dissolvant les agrégats 
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(a) 

N 

(h) 

(c) 

Intfolif'tU' 

Figure 1.4: Les rôles cellulaires des Hsp70s sont diversifiés. Représentées ici par 
une bille bleue, elles agissent (a) au niveau de la traduction, sur le polypeptide en 
élongation ou le polypeptide nouvellement formé, (b) lors de stress cellulaire, 
lorsque les protéines matures ont tendance à se dénaturer et à s'agréger, et (c), 
pour assister le passage de protéines au travers de pores membranaires 
d'organelles. 

protéiques et les oligomères (35). Les protéines de choc thermique de 70kDa sont 

appelées ainsi pour cette hausse d'activité enzymatique observée lors de stress cellulaire 
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(36), souvent dû à une hausse de température. Par contre, plusieurs activités de ces 

protéines comme celles de protection et de passage au travers des membranes sont 

nécessaires même lorsque la cellule ne subit aucun stress. 

Il existe de nombreuses façons pour une protéine de pénétrer à l'intérieur 

d'organelles. La mitochondrie fabrique plusieurs des protéines qui la forment, le 

réticulum endoplasmique lie les ribosomes qui insèrent les polypeptides directement à 

l'intérieur. Les vésicules sont aussi un moyen de transport très utilisé. Il existe tout de 

même de nombreux cas où l'insertion dans une organelle d'une protéine cytosolique doit 

s'effectuer par les pores de la membrane. Il a été suggéré que la Hsp70 cytosolique ait 

le rôle de reconnaître, protéger et diriger le polypeptide contenant la séquence-signal 

vers sa destination (37,38). Pour y pénétrer, les protéines doivent être dépliées mais il 

est impératif de leur rendre leur conformation native à l'intérieur. Une autre Hsp70 

spécifique à l'organelle aurait alors la tâche de rendre sa forme tridimensionnelle à la 

protéine. Sans doute en partie pour ses nombreux constituants situés dans des endroits 

tout aussi nombreux, les Hsp70s sont les chaperonnes dont la tâche est la plus variée et 

elles sont aussi les plus abondantes. 

1.2.2 Structure des Hsp70s 

Toutes les Hsp70s sont des protéines monomériques composées de deux 

domaines distincts (figure 1.5). Le domaine ATPase, de 45kDa et dont la fonction est de 

lier l' ADP et l' ATP est le mieux conservé des deux. Il est relié de façon allostérique au 

domaine de liaison au substrat (SBD pour substrate binding domain), de 25kDa, qui lie 

le polypeptide déplié. La base structurale de l'allostérie demeure à ce jour inconnue, 

mais le récent dévoilement de la structure conjointe des domaines (39,40) favorisera 

vraisemblablement une meilleure compréhension des liens qui unissent les deux 

domaines. 

Le domaine carboxy-terminal peut à son tour être décrit en deux parties: la part 

formant un sandwich de feuillets ~, de 15kDa, et celle en hélice a. (manquante sur la 
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au subsb-at (SBD) 

Figure 1.5 : Représentation en rubans de Hsc70 bovine (pDB : 1 YUW). La 
coloration des rubans indique les structures secondaires de cette structure tronquée 
de 94 acides aminés à l'extrémité C-terminale. Structure présentant les mutations 
E213A et D214A, elle est l'unique représentation de la famille des Hsp70s qui 
inclut les deux domaines (39). Au domaine ATPase se lie le nucléotide (ADP ou 
ATP) tandis que le domaine SBD lie le polypeptide dénaturé. 

figure 1.5) communément appelé «lid », forment une pince qui s'ouvre ou se 

ferme sous l'action des nucléotides (41). 

1.2.3 Cycle fonctionnel de Hsp70 

L'activité des Hsp70s est contrôlée par la présence d'un nucléotide lié au domaine N­

terminal (42). L'équilibre entre les formes enzymatiques montre une forte tendance vers 

les comportements suivants face aux nucléotides : lorsque l'A TP est présent, l'enzyme 

est en forme à basse affinité pour le polypeptide-substrat et la pince du SBD est alors en 

conformation ouverte (figure 1.6); au contraire, la liaison de l'ADP montre l'enzyme 
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sous une forme à haute affinité pour le substrat, et sa pince du domaine C-terminal est 

alors fermée (43). La co-chaperonne Hsp40 accélère l'hydrolyse de l'ATP et le 

changement structural, elle existe dans tous les compartiments qui contiennent des 

protéines Hsp70s. Parfois, un autre cofacteur jouant le rôle d'échangeur de nucléotides 

vient catalyser la réaction inverse. 

Comme les nucléotides modulent l'affmité du SBD pour le substrat, la liaison du 

polypeptide stimule l'hydrolyse du nucléotide (44,45). Le cycle de liaison et de 

relâchement du substrat se répèterait ainsi plusieurs fois jusqu'à ce que le polypeptide 

retrouve sa conformation native. L'énergie de l'A TP serait vraisemblablement utilisée 

pour diriger le cycle des nucléotides dans la bonne direction ou encore pour catalyser les 

changements structuraux du substrat. 

Pour décrire le comportement des Hsp70s, deux modèles d'action principaux ont 

été proposés et retenus. Dans le premier, les chaperonnes ont un rôle passif: les cycles 

de liaison/retrait du substrat n'ont comme objectif que d'empêcher les polypeptides de 

se replier incorrectement ou de s'agréger (46). Le deuxième modèle propose que les 

cycles induisent le dépliement local de la structure, permettant ainsi de surmonter les 

barrières cinétiques, ce qui serait nécessaire au repliement natif du polypeptide (47). Les 

deux voies de repliement seront discutées plus en détail pour le cas particulier des 

Hsp70s bactériens à la dernière section de ce chapitre. 

1.3 DnaK de E. coli, Hsp70 bactérien 

Le membre le plus connu de la famille des Hsp70s, pour tous les organismes 

confondus, est sans doute DnaK d'origine bactérienne. La bactérie E. coli produit trois 

représentants de la famille des Hsp70s, tous présents de façon constitutive: Hsc66, 

Hsc62 (aussi appelés HscA et HscC, respectivement) et DnaK. Constituant 1% de la 

quantité totale de protéines de la bactérie dans des conditions normales, DnaK voit sa 

proportion augmenter à 3% dans des conditions de choc thermique G::: 42°C) (48). 
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Figure 1.6: Modulation de la conformation des Hsp70s par les nucléotides. 
Quand l'ATP est lié au domaine N-terminal, l'équilibre tend vers des protéines 
avec un domaine de liaison au substrat en conformation ouverte. La conformation 
privilégiée du SBD est la forme fermée lorsque l'ADP est lié à l'enzyme. 

1.3.1 Structure de DnaK 

DnaK est une protéine monomérique de 69kDa et de 638 acides aminés. 

L'assemblage tridimensionnel de DnaK s'apparente fortement à celle de Hsc70 bovine 

présentée à la figure 1.5. Comme les autres de sa famille, elle est composée d'un 

domaine N-terminal de 45kDa liant les nucléotides et d'un domaine de liaison au 

substrat de 25kDa. Contrairement à la Hsc70 de la figure 1.5, les domaines n'ont pas 

pu être cristallisés ensemble mais le sont séparément. La variation de la séquence entre 

les espèces est concentrée principalement sur le SBD, ce qui a comme conséquence une 

affinité différente pour les substrats polypeptidiques entre les membres de la famille des 

Hsp70s. 
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Le domaine SBD de DnaK est formé d'un sandwich de feuillets pau-dessus 

duquel se glisse le substrat, sous l'arche hydrophobe que forme la jonction des acides 

aminés M404 et A429 (figure 1.7) et d'un « lid» de 5 hélices (a-e) dont la position 

relative à l'autre partie est flexible. Le domaine constitué des résidus 389 à 607 est 

cristallisé à une résolution de 2 A avec un court peptide de 7 acides aminés de séquence 

NRLLL TG (49). 

Cristallisé en complexe avec son échangeur de nucléotides à une résolution de 

2,8 A (50), le domaine ATPase de DnaK lie l'ATP ou l'ADP avec une grande affinité 

(~AIP :::::lnM (51), ~ ADP :::::25nM (52)). Le nucléotide se lie avec un ion Mg2+ et deux 

ions K+ qui stabilisent le ligand. Une étude assez récente par résonance magnétique 

nucléaire (RMN) a révélé une grande flexibilité dans la disposition relative des 

différents sous-domaines (lA, liA, lB et liB) qui pourrait être relative à l'ouverture et la 

fermeture de la cavité dans laquelle se glisse le nucléotide (53). Ainsi, ce domaine 

comme le SBD possèderaient un système de régulation de l'entrée des ligands, ce qui 

pourrait expliquer en partie la possibilité d'un comportement allostérique entre les 

domaines. 

1.3.2 Cycle fonctionnel et cofacteurs de DnaK 

De la même façon qu'il a été décrit à la section 1.2.3 pour toutes les Hsp70s 

(figure 1.6), le cycle fonctionnel de DnaK comprend un état à haute affinité (avec ADP) 

et un état à basse affinité (avec ATP) pour le substrat polypeptidique. Bien que le cycle 

soit fonctionnel en absence de cofacteurs, la vitesse de réaction est très fortement 

augmentée par leur présence. 

Pour accélérer l'hydrolyse de l'ATP, le cofacteur DnaJ (une co-chaperonne) de 

la famille des Hsp40s est utilisé par la bactérie. DnaJ est une protéine monomérique de 

41kDa qui est apte à lier des polypeptides dépliés, et on lui attribue par ce fait même une 
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ADP 

(c) 

Figure 1.7 : Structure des domaines de liaison au substrat et ATPase de DnaK. En 
(a) et en (b) est représenté le domaine de liaison au substrat (PDB : 1DKX) avec 
une rotation de 90° l'une par rapport à l'autre. En jaune, un peptide de 7 acides 
aminés cristallisé avec la protéine signale l'endroit où se lie le substrat. Les acides 
aminés M404 et A429 qui forment une arche hydrophobe autour du polypeptide 
sont mis en évidence ainsi que l'appellation des hélices formant le «lid », en 
violet. En (c), co-cristallisé avec GrpE, le cofacteur échangeur de nucléotides de 
DnaK, est représenté le domaine de liaison aux nucléotides (PDB: 1DKG). 
L'ADP est ajouté à son site de liaison, entre les sous-domaines lA-lB et lIA-lIB. 
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fonction de chaperonne propre (15, 54, 55). En plus d'accélérer de façon notable 

l 'hydrolyse de l'ATP (Kcat = 5 x 10-4 S -1 pour DnaK seule et Kcat = 0,5 S -1 dans des 

conditions optimales avec Dnal (42)), Dnal procède à la reconnaissance du substrat par 

son domaine riche en cystéines (56). 

L'autre cofacteur, GrpE, agit en qualité d'échangeur de nucléotides en facilitant 

le retrait de l'ADP pour lui substituer une molécule d'ATP. GrpE forme un dimère 

d'une masse totale de 44kDa (figure 1.7 (c)) dont la partie en feuillet J3 est rattachée au 

domaine ATPase (50, 57). La co-chaperonne montre la particularité structurale de deux 

longues hélices cr de 100 A (une par monomère), liées l'une à l'autre à 30°C et qui se 

séparent sous l'effet d'une hausse de température (58, 59). On pense que ce changement 

structural de GrpE serait à l'origine de la reconnaissance et de la signalisation à DnaK 

du choc thermique (60-62). 

1.4 Substrats protéiques de DnaK 

Le comportement des chaperonnes suggère qu'elles doivent se lier aux sections 

hydrophobes des protéines pour exercer leur action, ce qui est véridique dans 

l'ensemble. Cependant, la majorité sinon toutes les protéines possèdent au moins une 

petite section hydrophobe, mais ce ne sont pas toutes les protéines qui sont reconnues et 

prises en charge par les chaperonnes. La théorie de l'hydrophobicité ne suffit pas non 

plus à expliquer la spécificité des substrats pour une chaperonne en particulier ni 

comment certains polypeptides sont reconnus par les chaperonines mais pas par DnaK, 

par exemple. 

Par ailleurs, il a été démontré que beaucoup de protéines thermosensibles de E. 

coli, ne possédant pas à priori d'autres caractéristiques communes, peuvent former un 

complexe avec DnaK (22). Par conséquent, il n'existe pas de motif précis et invariable 

composé de quelques acides aminés reliant tous les substrats entre eux. La solution de 

l'énigme de l'affinité des chaperonnes se situe entre les deux hypothèses: le motif de 

reconnaissance n'est pas une séquence précise d'acides aminés mais plutôt une séquence 
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ayant un profil hydrophobe et parfois une certaine affinité pour des acides aminés 

chargés. 

1.4.1 Caractéristiques physiques du site de liaison du substrat sur DnaK 

L'examen du site de liaison de la chaperonne DnaK montre un puits 

particulièrement hydrophobe à l'endroit où se lie le peptide (figure 1.8). Le résidu 

central du substrat est complètement protégé du solvant par sa position dans une 

profonde poche hydrophobe qui peut abriter des acides aminés non-polaires, avec une 

affinité particulière pour les leucines (49). Les 2 résidus adjacents de part et d'autre ne 

sont que partiellement exposés au solvant. 

Le potentiel de surface autour du centre de liaison du peptide est majoritairement 

négatif, ce qui prédit une certaine préférence pour les acides aminés chargés 

positivement. Puisque l'introduction de contraintes stériques modifie la vitesse de 

dissociation du substrat sans affecter pour autant celle de son association (34), on 

suppose que la région de liaison est particulièrement flexible pour accommoder des 

polypeptides variés. 

1.4.2 L'étude de l'affmité des peptides pour DnaK 

Il existe de nombreuses études portant sur la spécificité de DnaK pour ses 

substrats. Le principe d'utiliser des combinaisons d'acides aminés rassemblés en de 

courts peptides est simple et plusieurs méthodes permettent d'évaluer l'affinité pour 

l'enzyme par la suite. 

D'abord, la longueur optimale du peptide a dû être déterminée. Évalué de 7 à Il 

acides aminés (63), ce nombre indique la quantité d'acides aminés interagissant avec le 

site actif de l'enzyme. Puis, on mesure l'affinité de différents assemblages par la 

formation du complexe visible par HPLC (64), par spectroscopie de masse et, à plus 

grande échelle, par un système de reconnaissance par anticorps dirigés contre DnaK sur 
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Figure 1.8: Représentation du SBD de DnaK (PDB: IDKX) montrant 
l'hydrophobicité des régions. En gris sont les acides aminés hydrophiles et en 
bleu les plus hydrophobes. Le domaine de liaison au substrat de DnaK fonne une 
pince dont le centre, où se positionne le polypeptide, est particulièrement 
susceptible d'être comblé par des acides aminés hydrophobes. 

des grilles de cellulose auxquelles sont liés les substrats potentiels (65, 66). À la figure 

1.9 (a) sont regroupés quelque uns de ces peptides avec une indication de leur affinité 

pour DnaK alors que des exemples du motif optimal obtenu par les différentes études et 

méthodes parait sur la même figure, en (b). 

1.4.3 Les motifs recherchés par DnaK 

Quelle que soit sa longueur, la cible peptidique de DnaK sera composée de 

résidus hydrophobes au centre, flanqués de part et d'autre d'acides aminés hydrophiles 

ou chargés positivement. Jusqu'à 5 acides aminés hydrophobes pour 6 hydrophiles 

peuvent être insérés dans le creux de la pince du SBD. Les résidus hydrophobes les plus 

recherchés sont la leucine, l'isoleucine, la phénylalanine et la tyrosine tandis que 
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Figure 1.9: L'analyse de nombreuses séquences peptidiques indique le motif 
recherché par DnaK. En (a) sont montrés quelques exemples de courts peptides 
de 7 acides aminés et l'estimation de leur affinité pour DnaK. Les substrats les 
plus recherchés sont composés de résidus hydrophobes, préférentiellement larges, 
entourés d'acides aminés chargés positivement ou hydrophiles. En (b), on 
présente deux motifs de peptides à haute affinité pour DnaK. 



Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.

23 

l'arginine est légèrement plus populaire que la lysine du côté des résidus chargés 

positivement. 

Statistiquement, le type de motif de la figure 1.9 (b) est plutôt fréquent: 

l'occurrence de ce motif ce retrouve à tous les 36 résidus, sur la base de la moyenne de 

fréquence d'apparition des acides aminés dans des banques protéiques (66) et de la 

constante de dissociation déterminée pour chacun des peptides. En revanche, des sites 

répondant entièrement à la formulation de la séquence idéale sont trouvés à tous les 84 

acides aminés. Cette observation pourrait expliquer la sélectivité réduite de DnaK qui se 

lie à plusieurs chaînes peptidiques dans un état partiellement ou complètement déplié. 

En plus d'expliquer que DnaK puisse former un complexe avec une grande 

variété de polypeptides, ces statistiques conduisent à l'hypothèse de multiples sites de 

liaison de DnaK sur un seul substrat. Cette théorie et sa justification seront présentées à 

la section 1.5. Soulignons simplement pour l'instant qu'elle mène naturellement à la 

question du mode d'action de l'enzyme. 

1.4.4 Les substrats naturels de DnaK 

De nombreuses études ont été réalisées avec de courts peptides, mais peu de 

travaux sont disponibles en rapport à la structure des substrats protéiques naturels de 

DnaK (67). Lorsqu'on veut observer le comportement de DnaK en contact avec des 

substrats protéiques réels, on doit généralement recréer une situation de stress cellulaire 

car les protéines qui interagissent spontanément avec DnaK dans des conditions 

physiologiques normales sont rares. Si à une température de 30°C environ 5-10% des 

protéines globulaires de E. coli sont prises en charge par DnaK, ce chiffre augmente 

considérablement lorsque la cellule entre en choc thermique (68). 

Une étude sur la bactérie E. coli réalisée in vivo sur des bactéries mutantes 

ôdnaK gardées pour 60 minutes à 42°C (stress thermique) nous apprend que, 

comparativement à des bactéries de types sauvage soumises aux mêmes conditions, 
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l'agrégation des protéines augmente pour atteindre 15 à 25% du total de 

protéines solubles de E. coli (22). Dans ce travail, environ Y4 de ces protéines qui 

requièrent DnaK ont pu être identifiées par spectroscopie de masse. Comme on pouvait 

s'y attendre, ces substrats sont généralement de grande taille: 42% de celles-ci ont une 

masse moléculaire inférieure à 60kDa. Les protéines les plus grosses sont supposées 

plus vulnérables à la dénaturation thermique et à l'agrégation puisqu'elles forment 

souvent des complexes et sont moins stables thermodynamiquement (5). 

Pour leur part, plusieurs polypeptides en élongation et protéines nouvellement 

synthétisés requièrent l'intervention de DnaK dans des conditions cellulaires normales. 

Jusqu'à 18% de ces polypeptides, essentiellement ceux d'une taille supérieure à 30kDa, 

dépendent du système de DnaK pour leur repliement (69). 

1.4.5 La lactalbumine est reconnue comme un substrat par DnaK 

Reproduire in vitro la situation de prise en charge d'un polypeptide récemment 

formé par DnaK n'est pas une tâche aisée. On comprend que l'étude de l'action de 

DnaK en complexe avec des polypeptides nouvellement formés implique que ces 

derniers soient dans un état déplié. La dénaturation des protéines par des agents 

dénaturants ou des températures très élevées réussit à mimer cet état, mais il est essentiel 

de conserver l'absence de structure en conservant ces conditions pour toute la durée de 

l'expérimentation. Un retour à des conditions cellulaires normales induit généralement 

l'agrégation ou la formation d'une structure erronée mais cachant les sections 

hydrophobes. Or, techniquement, la chaperonne est affectée par un environnement 

dénaturant, on ne peut donc pas l'observer en complexe avec le polypeptide de cette 

façon. 

Pour pallier ces obstacles, une forme de lactalbumine qui conserve une structure 

dépliée est parfois utilisée (70, 71). D'une masse de 14kDa et composée de 123 acides 

aminés, la lactalbumine est une protéine peu compacte dans des conditions normales 

(figure 1.10 (a)). Sa structure en globule fondu est maintenue essentiellement par quatre 

ponts disulfure (72). La réduction et la carboxyméthylation des groupements thiols des 
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cystéines (figure 1.10 (b)) élimine les ponts di sulfure et la chaîne polypeptidique de la 

lactalbumine se caractérise alors par une absence de structure, dans des conditions 

normales et viables pour DnaK (73, 72). 

La lactalbumine ainsi transformée, appellée RCMLA (Reduced Carboxy Methylated 

LactAlbumin), est reconnue par plusieurs familles de chaperonnes. Les chaperonines, 

HsplOOs et Hsp70s se lient à la RCMLA avec une affinité plus ou moins grande (74-76). 

1.5 Modèles de mode d'action de DnaK et objectifs du travail 

Un modèle de repliement par DnaK utilisant de l' ATP doit aussi se servir de 

l'action conjuguée des co-chaperonnes Dnal et GrpE (77). Bien que certains substrats 

se replient sous l'action seule de DnaK, ce repliement est fortement ralenti. La diversité 

des substrats oblige la cellule à utiliser le plein potentiel de ses chaperonnes, et celles-ci 

doivent agir de façon différente selon la nature du polypeptide et son état au moment de 

la prise en charge. Repliement, transfert de substrat, désoligomérisation et 

désassemblage d'agrégats protéiques sont autant de fonctions que de modes d'action 

possibles pour la protéine DnaK. 

1.5.1 Repliement assisté par DnaK et ses cofacteurs 

Dans le modèle proposé par Landry (47), le repliement catalysé par le système 

DnaK des polypeptides est cyclique, c'est-à-dire qu'il est répété plusieurs fois sur 

différents endroits de la séquence (figure 1.11). D'abord, Dnal trouve le substrat et le 

conserve par des forces de nature hydrophobe dues aux résidus non-polaires exposés à la 

surface de son domaine de liaison au substrat en feuillets 13 (78). Un autre domaine de 

Dnal, le J-domain, est le site de liaison de DnaK (79). Sa position place la chaperonne 

sous forme à basse affinité pour le substrat de façon à ce que la pince du SBD entoure le 

polypeptide. 
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Figure 1.10: Structure de la a-lactalbumine bovine (pDB 1A4V) et 
carboxyméthylation des cystéines. La structure de lactalbumine (a) est 
particulièrement éparse, retenue par les liens di sulfure (en rouge). En (b), la 
méthode utilisée pour rompre les ponts disulfure: les groupements thiols sont 
réduits puis acétylés par l'acide iodoacétique. De cette façon, on prévient la 
reformation des liens. 

Sous l'action de DnaJ, l'ATP est hydrolysé et le domaine de liaison au substrat 

de DnaK adopte alors une conformation fermée. DnaK utilise l'énergie de l'hydrolyse 

pour un mouvement mécanique de nature inconnue, entraînant le polypeptide 

emprisonné dans sa pince avec elle. 
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Figure 1.11: Repliement assisté par DnaK et ses co-chaperonnes (modèle de 
Landry). Le polypeptide est reconnu et lié par DnaJ, puis DnaK rejoint le 
complexe et se positionne de façon à entourer le substrat avec la pince du SBD. 
L'hydrolyse de l'ATP de DnaK catalysée par DnaJ induit la fermeture de la pince 
de DnaK et un mouvement aidant au repliement du polypeptide. GrpE intervient 
alors pour dissocier DnaK du complexe et échanger le nucléotide. La chaîne 
polypeptidique pourrait alors être déplacée le long de DnaJ et le cycle 
recommencerait à un autre site sur la chaîne. 
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C'est alors que GrpE intervient pour dégager la chaperonne du complexe de DnaJ et de 

la chaîne peptidique en échangeant le nucléotide lié. Ce retrait de la chaperonne laisse 

le substrat libre de se déplacer pour exposer un autre site de sa séquence et répéter le 

cycle à nouveau. Ce modèle hypothétique explique le repliement effectué par le seul 

système de DnaK mais ne suffit pas à interpréter les autres comportements de DnaK. 

1.5.2 Modèle d'action de DnaK dit de «holdase» 

Ce modèle, tel que présenté par Slepenkov et Witt (46), ne cherche pas à 

expliquer comment DnaK replie ses substrats mais plutôt comment elle les empêche de 

se replier de façon inexacte. Il pourrait également expliquer la capacité de DnaK à 

empêcher l'agrégation néfaste des protéines et son rôle de protection lors de chocs 

thermiques. Par ailleurs, ce mode d'action serait utilisé pour réaliser le transfert de 

substrat d'une famille de chaperonne à l'autre, permettant ainsi le repliement (figure 1.3) 

et le passage de chaînes polypeptidiques par les pores intramembranaires d'organelles. 

Selon cette hypothèse, une seule molécule de substrat est prise en charge par 

plusieurs unités de DnaK (figure 1.12). En se liant à des endroits distincts de la 

séquence, la masse imposante de DnaK provoque un encombrement stérique qui 

prévient la formation de structures tertiaires et même de structures secondaires. 

Rappelons que, sur une séquence quelconque, le motif de liaison recherché par DnaK se 

répète statistiquement tous les 36 acides aminés environ (section 1.4.3). Par conséquent, 

il est probable que plusieurs sites de liaison soient disponibles à la fois, permettant à 

plusieurs molécules de DnaK de se lier. 

Ce modèle permet également d'éclaircir la méthode employée par DnaK pour 

agir sur les polypeptides dès la sortie du ribosome en les protégeant. C'est pourquoi la 

RCMLA pourrait être utilisée pour mimer un polypeptide nouvellement formé, sans 

structure, dans un modèle comme celui-ci. 
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Figure 1.12: Modèle de l'action de « holdase» de DnaK. Ce modèle explique 
comment serait réalisée la conservation du polypeptide en conformation dépliée. 
Ce type de complexe préviendrait l'agrégation et la formation de structures 
erronées en plus d'assister le transfert de substrat ou son passage au travers de 
pores membranaires. 

1.5.3 Objectifs de la recherche 

Beaucoup de travail reste à faire sur les Hsp70s et plus particulièrement sur 

DnaK. Les principaux champs d'études actuels comprennent: la compréhension des 

éléments structuraux qui interviennent dans le mécanisme de transmission de la 

communication allostérique entre les deux domaines de DnaK, le discernement de l'état 

natif et dénaturé des substrats par la chaperonne à température physiologique ainsi que 

lors de chocs thermiques, les bases structurales et fonctionnelles de l'interaction entre 

DnaK et ses cofacteurs et la nature du mécanisme d'action de la chaperonne sur son 

substrat. 



Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.

30 

Les objectifs de ce mémoire se concentrent sur les thèmes généraux de la 

recherche d'un mode d'action de DnaK et de son interaction avec son substrat. Un 

modèle de substrat déplié, la RCMLA, sera utilisé pour vérifier l'hypothèse du mode 

d'action de « holdase ». Plus précisément, on procèdera dans l'ordre à la vérification 

des points suivants : 

1. Y a-t-il un complexe spécifique qui se forme entre DnaK et la RCMLA? 

La première étape consiste à vérifier que le modèle utilisé convient pour l'étude. 

Un complexe composé des deux protéines, en proportions inconnues, doit exister. Les 

conditions de formation du complexe devront ainsi être déterminées, dans des 

expériences préliminaires. La spécificité de l'assemblage devra également être 

déterminée pour s'assurer que DnaK incorpore bien la RCMLA au site de liaison du 

substrat, éliminant ainsi la possibilité que le complexe soit un arrangement aléatoire 

constitué des deux protéines. 

2. Le complexe est-il stable? Quelle est sa dynamique de dissociation? 

Une certaine stabilité du complexe est essentielle à la réalisation des expériences. 

Cependant, une très petite constante de dissociation serait incompatible avec l'hypothèse 

de départ puisqu'elle suggèrerait que la chaperonne cède difficilement son substrat à une 

autre famille de chaperonne, ou qu'elle ne permet pas que le polypeptide se retire pour 

traverser un pore. Le modèle de «holdase » prédit qu'une telle association entre DnaK 

et la RCMLA est faible puisqu'elle est temporaire (80). 

3. Quel est le rapport stoechiométrique des deux protéines? 

Différents ratios de chacune des protéines seront examinés afin d'observer le 

comportement du système. La base du modèle de «holdase» propose que plusieurs 

molécules de DnaK se lient sur un seul substrat pour provoquer un encombrement 

susceptible d'empêcher le repliement du polypeptide. Par titrage, le ratio molaire 

RCMLAIDnaK sera déterminé avec précision. 
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4. Quels sont les sites de liaison de DnaK sur la RCMLA? 

L'identification des sites d'association de la chaperonne sur la séquence de la 

RCMLA permettra de caractériser ceux-ci. L'hydrophobicité, la taille et la position sur 

la chaîne polypeptidique des acides aminés seront étudiés et analysés. En comparant 

avec les recherches précédentes réalisées sur les peptides (section 1.4.3), la position 

exacte des résidus sera déduite. 
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CHAPITRE 2 : 

MÉTHODES EXPÉRIMENTALES 

2.1 Techniques de préparation des échantillons 

Diverses méthodes de biologie moléculaire et de biochimie ont été utilisées pour 

obtenir les protéines en quantités suffisantes. La RCMLA était d'origine commerciale et 

nécessitait peu de manipulations, sa pureté était vérifiée par gel de polyacrylamide. 

DnaK, au contraire, devait être exprimée dans des cellules bactériennes puis purifiée. 

Afin d'augmenter le rendement de l'opération, des vecteurs de clonage contenant le gène 

de DnaK étaient insérés dans les bactéries, et des cellules compétentes étaient créées, ce 

qui permettait l'obtention de quantités allant jusqu'à 80mg de protéine par purification à 

plus de 97% de pureté. 

2.1.1 Préparation du plasmide et de cellules compétentes de E. coli 

Le plasmide pTrcdnaK est fabriqué dans notre laboratoire à l'aide de l'ADNc 

codant pour le gène dnaK et du vecteur de transcription pTrc99A. Après amplification 

de l'ADNc à l'aide du PCR (Mastercycler gradient Eppendoff, Hamburg, Allemagne), 

diverses enzymes de restrictions sont utilisées sur le gène dnaK et sur pTrc99A. Par la 

suite, on mélange les constituants pour permettre la ligature du plasmide avec l'ADN 

étranger. Le plasmide contient le gène de résistance à l'ampicilline, allouant ainsi 

uniquement la croissance des bactéries ayant incorporé le plasmide. 

La souche de cellules bactériennes électrocompétentes de source commerciale 

(Novagen, Allemagne) qui a été utilisée est BL21, un lysogène du phage DE3. Ce phage 

est un dérivé du phage À, différant de celui-ci par l'insertion au niveau du gène int des 

gènes lacI, lacZ, du promoteur lacUV5 et du gène de l'ARN polymérase de T7. Le 

promoteur lacUV5 est induit par l'IPTG, ce qui permet une transcription du gène 

d'intérêt en très grande quantité. 
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Un litre de cellules bactériennes sont cultivées tel que décrit dans la section 2.1.2 

jusqu'à une densité optique de AtioOnm=0,5, mesurée par un colorimètre Philips PU-8625 

(Philips analytical, Cambridge, Royaume-Uni). Les cellules sont alors laissées à incuber 

sur la glace durant 20 minutes. Une série de centrifugations/dilutions est alors effectuée 

en diminuant graduellement le volume de mixture eau distillée stérilisée et glycérol à 

10% V N dans lequel est dilué les cellules pour éliminer toute trace de bouillon de 

culture (8000rpm, 15 minutes, 4°C, de un litre à 3ml de solution de lavage) avec une 

centrifugeuse Avanti J-20XPI (Beckman coulter, États-Unis) et un rotor JA-lO. Le 

rendement final de l'opération est typiquement de IxlOIO à 3xlOlO cellules/ml. 40111 sont 

prélevés de la solution bactérienne et le reste est congelé en aliquotes avec de l'azote 

liquide et conservées à -70°C pour usage subséquent. 

2.1.2 Insertion du plasmide dans les cellules compétentes par électroporation 

Une fois que le plasmide est préparé, et que les cellules compétentes ont été 

cultivées, il s'agit d'introduire le plasmide dans les cellules de E. coli. Dans une cuvette 

à électroporation de Imm (Equibio, Ashford, Royaume-Uni) gardée à 4°C, sont déposés 

5111 de solution du plasmide pTrcdnaK et 10111 de cellules électrocompétentes préparées 

tel que décrit à la section précédente. Par la suite, la cuvette est posée dans le 

compartiment de sécurité de l' électroporateur Electrocell manipulator 650 (BTX 

Electroporation System, San Diego, États-Unis). L'appareil est réglé pour générer une 

décharge de 2,5kV (25IlF) et le contrôleur de choc est positionné à 2000. 

Immédiatement après la décharge, Iml de bouillon de culture est ajouté à la 

cuvette, et les cellules sont suspendues dans le bouillon en pipetant délicatement la 

solution. On transfert alors les cellules dans un tube stérile où elles seront laissées à 

incuber durant 30 minutes. Finalement, le tout est centrifugé à 8000rpm pour 2 minutes 

dans une mini-centrifugeuse et diluées dans 100111 de bouillon de culture pour laver 

l'excédant de plasmide. Une plaque de pétri est préparée avec du LB-agar (1,5% plv) et 

de l'ampicilline (O,lmg/ml) et les bactéries y sont étalées. On laisse incuber durant une 

nuit à 30°C. 
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2.1.3 Culture bactérienne de E. coli 

Quatre colonies de la plaque obtenue sont transférées dans 4 erlenmeyers stériles 

de 100ml contenant chacun 35ml de bouillon de culture LB-broth (5g11 d'extrait de 

levure, 10gll de caséine, 5g11 de NaCI, à pH 7,0) ainsi que de l'ampicilline à O,lmglml. 

Les bactéries sont incubées à 37°C, sous agitation, durant une nuit jusqu'à saturation du 

milieu. 

Une dilution (1/20) est alors effectuée en transférant la solution bactérienne dans 

des erlenmeyers plus grands contenant du bouillon de culture et de l' ampicilline dans 

des proportions égales à celles utilisées précédemment. On laisse croître la suspension 

cellulaire jusqu'à l'obtention d'une densité optique de 0,7 à 600nm, ce qui correspond à 

la phase optimale de croissance. On ajoute alors ImM d'IPTG et on laisse incuber à 

37°C pour 4 heures afm d'optimiser la production de la protéine d'intérêt. 

Les erlenmeyers sont retirés de l'incubateur et leur contenu est centrifugé avec 

un rotor JLA 9.1000 (8000rpm, 10 minutes, 4°C) pour en isoler un culot de cellules de 

E. coli. Pour DnaK, le culot est remis en solution avec 50ml de tampon constitué de 

20mM TrislHCl pH7,2 puis congelé à -20°C en attente de la purification de la protéine. 

2.1.4 Purification de DnaK 

2.1.4.1 Lyse des cellules 

D'abord, les cellules congelées sont dégelées en les mettant quelques minutes 

dans un bain gardé à 37°C. Par la suite, pour l'obtention d'un volume total de 100ml, 

les bactéries sont lysées en ajoutant 20mM TrislHCl pH 7,2, 50mM NaCI, 2mM DTT, 

O,lmglml de lysozyme et 1mM de EDTA. Le mélange est laissé sous agitation faible à 

30°C pour 15 minutes pour assurer la lyse complète des cellules. Le tout est soniqué sur 

glace (à 4°C, 6 cycles de 30 secondes avec 20 secondes d'arrêt entre les cycles suivi par 

6 autres cycles de 20 secondes en marche et 30 secondes de repos) dans le but de 

transformer les membranes en petites vésicules. 
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Une première séparation de protéines a lieu en récoltant le surnageant (dans 

lequel se retrouve DnaK) d'une ultracentrifugation (35000 rpm, 45 minutes, 4°C) avec 

une ultracentrifugeuse Beckman L8-50MIE (Beckman Coulter, États-Unis) et d'un rotor 

TFT 70.38, ce qui permet d'éliminer les particules ayant un coefficient de sédimentation 

élevé telles les ribosomes, l'ADN et les membranes plasmiques. 

2.1.4.2 Colonne d'échange ionique 

Le surnageant est chargé sur une colonne échangeuse d'anion Q-sepharose de 

90ml préalablement équilibrée avec un tampon de 20mM TrislHCl pH7,2, 50mM NaCI, 

O,lmM EDTA, 2mM DTT. Un gradient de 4 volumes de colonne de 50 à 500mM de 

NaCI permet de déloger DnaK et d'éliminer un grand nombre de protéines. Des 

fractions de 10 ml sont recueillies à la sortie de la colonne, 5JlI sont prélevés de chacune 

d'elles pour être chargés sur un gel SDS-PAGE à 12,5% d'acrylamide et déterminer 

ainsi les 10 fractions les plus pures et contenant la plus grande quantité de DnaK. Ces 

fractions sont jointes et 5mM de MgCh y sont ajoutés. La solution est mise en agitation 

circulaire à 4°C pendant une nuit avec 8ml de résine d'ATP-agarose (Sigma, St.Louis, 

États-Unis) équilibrée avec un tampon A :20mM TrislHCl pH7,2, 100mM NaCI, O,lmM 

EDTA, 5mM MgCh. 

2.1.4.3 Colonne d'ATP-agarose 

Le lendemain, l'agarose est montée dans une colonne et lavée avec 10 volumes 

de colonne de tampon A additionné de 2M de NaCl. Cette opération de lavage a pour 

but d'éliminer la RNase, qui se lie solidement à la colonne à une faible force ionique. 

La fraction contenant DnaK est délogée de la colonne par 5 volumes de tampon A 

auquel on a ajouté 5mM d'ATP. La présence de DnaK dans les fractions obtenues est 

vérifiée par électrophorèse. La solution est dialysée durant une nuit contre 2 litres de 

tampon contenant 1 OmM Na2HP04 et 15mM de /3-mercaptoéthanol à pH 6,8. 
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2.1.4.4 Colonne d'hydroxyapatite 

Une colonne d'hydroxyapatite est équilibrée avec ce même tampon de dialyse. 

Après injection de la solution de protéine, un gradient de 10 à 500mM de Na2HP04 sur 

10 volumes de colonne est utilisé pour terminer l'isolation de DnaK. Après vérification 

de la pureté de la protéine à l'aide d'un gel SDS-PAGE, on concentre DnaK avec un 

filtre Centriprep (Millipore, Bedford, États-Unis) dont les pores sont de 30kDa pour 

obtenir un volume final de un à deux ml. Pour éliminer le nucléotide qui s'est lié à 

DnaK lors de la purification, 4 dialyses consécutives d'un minimum de 12 heures 

chacun contre 21 de tampon composé de 20mM imidazole, 2mM EDTA et 10% glycérol 

à pH7,2, sont réalisées. Finalement, le tampon est changé par un autre (25mM HEPES, 

50mM KC1, 5mM MgCh et 2mM DTT à pH7,6) par deux dialyses de 21 contre ce 

tampon. Des aliquotes de cette solution sont congelées avec de l'azote liquide et 

conservées à -20°C. 

2.1.4.5 Échange de nucléotides et contrôle de qualité 

Des contrôles d'activité de DnaK permettent de vérifier la qualité de la 

purification. D'abord, on doit s'assurer que le nucléotide lié a été complètement 

éliminé. Dans cette optique, le rapport d'absorbance A26Onm/A280nrn est mesurée sur un 

spectrophotomètre Cary 3 Bio (Varian, Victoria, Australie). On estime généralement 

que ce rapport doit être de 0,7 ou moins pour considérer que l'opération a été efficace 

puisque l'A TP absorbe beaucoup à 260nm, alors que la longueur d'onde maximale 

d'absorbance de DnaK seule est à 280nm. 

Aussi, la mesure de l'activité du domaine ATPase de DnaK permettra une 

vérification rapide et facile de la qualité de la purification. La méthode 

spectrophotométrique employée est une cascade enzymatique qui mesure ultimement 

l'absorbance à 340nm de la transformation du NADH en NAD (figure 2.1) (81). 

D'abord, on prépare un mélange contenant les enzymes et les réactifs qui poursuivront la 

chaîne de réaction après celle impliquant DnaK. Dans un tampon contenant 40mM 

HEPES, 50mM KCl et IlmM Mg-acétate à pH 7,6, on met en solution 0,2mM de 
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(DnaK) 

ATP ADP+P 

PEP Pyruvate NAD 

Lactate 

Figure 2.1 : Réactions permettant de mesurer l'activité du domaine ATPase de 
DnaK. L'activité ATPasique de DnaK transforme l'ATP en ADP et phosphate 
inorganique. La pyruvate kinase (PK) utilise l'AD P ainsi obtenu pour transformer 
le phosphoenolpyruvate (PEP) en pyruvate. Le lactate est alors produit par la 
lactate deshydrogénase avec son substrat, le pyruvate, dont la synthèse relève de 
l'activité d'ATPase de DnaK. Cette dernière réaction consomme du NADH, qui 
absorbe fortement à 340nm, et dégage du NAD, qui absorbe très peu. Par 
conséquent, mesurant la diminution de l' absorbance à 340nm, il est possible de 
calculer l'activité d'A TPase de DnaK. 

NADH, 2mM de phospho énolpyruvate (PEP), 12,5ng/ml de pyruvate kinase (PK) et 

25ng/ml de lactate deshydrogénase. 

Le spectrophotomètre Cary est muni d'un régulateur de température qu'on utilise 

dans cette expérience pour garder la température à 30°C tout au long de la mesure 
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cinétique. La solution d'enzymes et de réactifs est incubée 5 minutes dans une cuvette 

de parcours optique de 1 cm, on vérifie que l' absorbance ne change pas durant ce temps. 

lmM d'ATP est ajouté, l'absorbance à 340nm diminue légèrement par cette injection 

mais se stabilise rapidement. 5 J.lM de DnaK est alors incorporé et la variation 

d'absorbance est enregistrée sur une période de 20 minutes suivant son injection. 

La vitesse d'hydrolyse de l'ATP se mesure en unités de moles d'ATP par minute, 

et se détermine à partir de la pente d'un graphique de l'absorbance en fonction du temps, 

que l'on divise par la différence des coefficients d'extinction (E34Onm,NADH - E34Onm,NAD = 

6220M-1
, pour un parcours optique de lcm), et par la concentration molaire de DnaK. 

Puisque DnaK est un enzyme allostérique pour lequel la liaison d'un substrat 

augmente l'efficacité du domaine A TPasique, une dernière vérification de l'activité de 

DnaK est mesurée avec un substrat reconnu de DnaK. Ainsi, après les 20 minutes 

d'enregistrement de l'absorbance à 340nm avec DnaK seul, 500J.lM d'un court peptide 

de séquence NRLLL TG (peptide nR) est inséré dans la cuvette, pour lequel la présence 

sur le site de liaison du substrat a été démontrée par cristallographie et diffraction de 

rayons X (30). L'absorbance à 340mn diminue alors plus rapidement que sans ce 

peptide. En comparant les pentes de l' absorbance en fonction du temps avec et sans 

peptide, on s'assure aussi de l'intégralité du domaine de liaison du substrat de DnaK. 

Les pentes doivent être dans un rapport de 1 /4,5-5,0 sans nR / avec nR pour considérer 

que la protéine est intacte (82). 

2.1.5 Marquage de la RCMLA par le fluorophore FITC 

Comme précisé précédemment, la lactalbumine lyophilisée carboxy-méthylée sur 

les cystéines était obtenue de Sigma (St-Louis, MO, États-Unis). Cependant, pour 

plusieurs expériences, la RCMLA marquée à l'extrémité N-terminale par une molécule 

de FITC était nécessaire. Ce court protocole permet de préparer 5mg de RCMLA-FITC, 

à un rapport d'une molécule de FITC par RCMLA. 
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Une quantité de 5mg de RCMLA sont dilués dans un tampon lM NaHC03, pH 8 

pour l'obtention d'une concentration protéique de 2,5mglml. La solution du fluorophore 

composée de 0,5mg de FITC dissous dans 70111 de DMSO anhydre est ajoutée et 

préparée immédiatement avant le mélange. Dès que FITC est en solution, toutes les 

manipulations se font dans des tubes opaques ou recouverts de papier d'aluminium 

puisque la fluorescéine se détériore à la lumière. La mixture est laissée 4 heures sous 

agitation lente à la température de la pièce afin de permettre une liaison maximale des 

molécules de FITC à celles de RCMLA. À la fin de cette période, on considère que tout 

la RCMLA est marquée puisque le FITC était en large excès, il ne reste donc que le 

complexe et la FITC libre à séparer. À cette fin, on utilise une colonne de tamis 

moléculaire PD-10 (Amersham biosciences, Buckinghamshire, Angleterre), remplie de 

Sephadex 0-25, équilibrée avec le tampon de bicarbonate et on injecte l'échantillon. 

Deux bandes de couleur jaunes apparaissent sur la colonne et la première à en sortir est 

recueillie puisqu'elle correspond au complexe RCMLA-FITC. 

Afin de vérifier le ratio RCMLAIFITC, qui devrait être de 1, l' absorbance à 

280nm et à 494nm est enregistrée à l'aide du spectrophotomètre Cary 3 Bio. La 

RCMLA absorbe à 280nm, grâce à ses résidus aromatiques, avec un coefficient 

d'extinction de E280,RCMLA = 28540 cm-1M-1 (76). Le fluorophore FITC absorbe 

fortement à 494nm, E494,FITC = 68000 cm-1M-1 (71), mais absorbe aussi à 280nm, 

quoique 3,33 fois moins qu'à 494nm. Pour trouver la concentration de RCMLA, on 

substitue les résultats d'absorbance dans l'équation suivante: 

A280,RCMLA = A280,TOTAL - 0,30 (~94,FITc) (1) 

2.1.6 Mesures de concentration protéique 

2.1.6.1 Quantification protéique par la méthode de l'absorbance ultraviolette 

Cette méthode possède l'avantage d'être rapide et de demander peu de 

manipulations. Cependant, la quantité de protéine nécessaire à l'obtention d'un bon 

signal n'est pas négligeable et elle doit être dans un volume important (au moins 400IlI, 

dépendant des cuvettes disponibles). Elle est peu recommandée si l'échantillon mesuré 
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de cette façon ne peut pas être utilisée pour l'expérience elle-même. Ce sont 

essentiellement les résidus aromatiques qui absorbent dans l'ultraviolet, si la protéine en 

est dépourvue, la méthode n'est plus très précise. Avec un résultat de l'absorbance à 

280nm, on découvre directement la concentration par l'équation de Beer-Lambert: A280 

= ECI. 1 est le parcours optique de 1 cm, C est la concentration protéique inconnue, et 

E280 est le coefficient d'extinction à 280nm de la protéine, qui est de 15800cm-1M-1 (83) 

pour DnaK. 

2.1.6.2 Quantification protéique par la méthode de Bradford 

La méthode de Bradford (84) se distingue de celle par absorbance dans 

l'ultraviolet par sa capacité à détecter de faibles quantités de protéine (aussi peu que 

0,2/lg dans un volume jusqu'à 80/lI) et par une reconnaissance d'un plus grand nombre 

de protéines puisque plusieurs acides aminés interagissent (arginine, histidine, lysine, 

tyrosine, tryptophane et phenylalanine) (85). Le principe est simple: du bleu de 

Coomassie G-250 est ajouté à la solution protéique dans des conditions de pH acide et il 

se lie par des interactions non-covalentes aux acides aminés, ce qui change son 

maximum d'absorbance de 465nm (rouge) à 595nm (bleu). 

Une courbe-étalon est réalisée à chaque détermination de concentration avec de 

l'albumine bovine (BSA) (Sigma, St-Louis, États-Unis) entre O/lg et 16/lg, dissoute dans 

le même tampon que celui de l'échantillon pour obtenir un volume de 100/l1 pour 

chacun des tubes. 

Pour chaque tube, lml du réactif de Bradford (Pour un litre; O,lg de Coomassie 

Brillant Blue G-250, 50ml d'éthanol, 100mi d'acide phosphorique 85%) est ajouté à la 

solution de protéines. Un temps d'attente de 10 minutes est requis avant de mesurer 

l'absorbance à 595nm. 
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2.2 Électrophorèses de protéines 

2.2.1 Gel de SDS de 12,5% d'acrylamide 

Ces gels sont ceux qui servaient lors de la purification de DnaK et des 

expériences préliminaires. Dans ces cas, les échantillons étaient mélangés avec un 

tampon de charge (2SmM Tris pH 6,8, SDS 4% plv, glycérol 4% plv, bleu de 

bromophénol 0,02% plv, DIT 100mM) dans un rapport de III v/v. Par la suite, les 

échantillons sont portés à 100C C durant S minutes pour s'assurer que le SDS est bien 

réparti dans la protéine dépliée. Des marqueurs de poids moléculaire sont déposés dans 

l'un des puits; ils sont préparés avec 17~1 de tampon de charge, 2~1 de DTT lM et 1~1 

de solution de protéines standard (Broad marker, Bio-rad, États-Unis). 

Le gel de séparation est obtenu en combinant 1,2Sml de Tris 3M pH 8,8, 100~1 

de SDS 10%, 4,9ml d'un mélange d'acrylamide/bisacrylamide 3010,8 et 4,SOml d'eau 

distillée. Immédiatement avant de couler le gel, on ajoute 40~1 de persulfate 

d'ammonium (APS) à 10% et lS~1 de TEMED pour faire polymériser l'acrylamide. 

Après avoir coulé le gel, un volume de l'ordre de 1ml d'isopropanol est déposé sur le gel 

avant sa gélification afin d'assurer que le gel reste au même niveau sur toute sa largeur. 

L'isopropanol étant plus léger que la solution du gel de séparation, il reste à la surface 

pendant que le gel se solidifie, pour être retiré lorsque sa fonction est terminée. Le gel 

de compression sert à affiner la définition des bandes, il a une teneur moins élevée en 

acrylamide, on le fait à 4,7%. Les constituants du mélange sont les suivants: 2,5ml de 

Tris à O,SM, pH 6,8, 100~1 de SDS 10%, I,Sm1 de la solution d'acrylamide et 5,8Sml 

d'eau distillée. La solution est solidifiée par 100~1 d'APS 10% et 15~1 de TEMED. 

Les électrodes sont immergées dans un tampon formé de Tris 25mM, pH 8,3 

contenant 200mM de glycine et 1 % SDS. Le voltage est réglé à 100V lorsque les 

protéines sont dans le gel de compression puis est élevé à 200V lorsque le front atteint le 

gel de séparation. 
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2.2.2 Gel de Tris-tricine à 16,5% d'acrylamide 

Les gels de Tris-tricine à 16.5% d'acrylamide permettent une plus grande 

résolution au niveau des protéines très petites et des polypeptides. On peut y résoudre 

des bandes correspondant à des polypeptides d'une taille aussi petite que 1000Da, ce qui 

correspond à environ 10 acides aminés. Ces gels ont été utilisés pour faire l'étude des 

fragments de RCMLA (la protéine entière ne pèse que l4kDa) générés sur la trypsine. 

Les supports des gels utilisés lors de cette expérience étaient aussi plus longs que les 

autres pour favoriser au maximum la résolution des bandes. 

Le gel de séparation était formé de 3,33ml de tampon concentré (3M Tris, pH 

8,45 avec SDS à 0,3%), 19 de glycérol, 3,33ml d'acrylamidelbisacrylamide 49,5/3, 

3,3ml d'eau distillée, 33,3~1l d'APS 10% et 3,33~1 de TEMED ajouté immédiatement 

avant de couler le gel. Le gel de compression contient lml de tampon concentré, 0,33ml 

de solution d'acrylamide, 2,63ml d'eau distillée, 30~1 d'APS 10% et 3~1 de TEMED. 

Ces gels diffèrent aussi des précédents par des tampons différents à l'anode et à la 

cathode. L'anode baigne dans un tampon O,lM Tris pH8,9 et la cathode est placée dans 

un tampon de O,lM Tris, pH 8,25, O,lM Tricine et 0,1% de SDS. Un gradient de 

potentiel est appliqué, de 50V à 250V, sur une période de 3 heures, puis le voltage est 

laissé à son maximum pour le reste de la migration. 

2.2.3 Gel en gradient d'acrylamide 

Ces gels permettent de révéler les bandes correspondant à des protéines dans une 

plus grande gamme de poids moléculaires. Ils ont été utilisés dans la partie du travail 

impliquant des agents pontants puisqu'il était important de distinguer la RCMLA 

(l4kDa), DnaK (69kDa) et un complexe d'un poids supérieur à 73kDa. Le plus grand 

désavantage de cette technique est que les bandes ne peuvent pas être associées à un 

poids moléculaire. En effet, la distribution des standards par rapport à la distance de 

migration n'est pas logarithmique comme dans les autres gels mais obéit à une fonction 

plus complexe, rendant impossible l'identification. Les standards fournissent donc un 

support seulement approximatif de la taille des protéines et de leurs complexes. 
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Pour faire le gradient, on prépare deux solutions identiques à celles de la section 

2.2.1 sauf que le pourcentage d'acrylamide y est modifié à 5% et à 20%, la différence de 

volume occasionnée est compensée par du tampon concentré et de l'eau distillée. Le 

volume des 2 solutions doit être rigoureusement identique, et le volume total doit 

correspondre à celui désiré pour le gel de séparation. Un appareil constitué de deux 

réservoirs (chacun d'eux contiendra l'une des solutions de concentration d'acrylamide 

différentes) connectés par un tube muni d'une valve est utilisé pour couler le gel (figure 

2.2). L'appareil est installé sur une plaque magnétique et des agitateurs permettront de 

brasser le contenu des réservoirs. Immédiatement avant de verser les solutions, l'APS et 

le TEMED sont ajoutés. L'ouverture simultanée des valves permet de couler un gel 

contenant un gradient de 20% d'acrylamide dans le bas du gel à 5% à la jonction avec le 

gel de compression. Ce dernier, ainsi que le tampon appliqué aux électrodes sont 

préparés de la même façon qu'à la section 2.2.1. 

2.2.4 Gels natifs 

Les gels natifs permettent la séparation des protéines selon leur taille sans les 

dénaturer, ils sont donc particulièrement utiles pour l'étude des complexes protéiques. 

La migration des protéines et le développement des gels se font à l'aide d'un appareil 

PhastSystem (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Angleterre) qui fait un 

gradient de potentiel automatisé. Les gels sont achetés (PhastGel separation media, 

gradient 8-25% d'acrylamide) du même fournisseur. Outre l'acrylamide, ils sont 

composés de 0,l12M Tris, pH 6,4 et 0,l12M d'acétate. Fournis avec les gels, les 

tampons des gels natifs ne contiennent pas de SDS, ils sont de 0,25M Tris, pH 8,8 et 

0,88M de l-alanine. 

2.2.5 Révélation des bandes sur le gel 

2.2.5.1 Coloration au bleu de Coomassie 

La coloration des gels est réalisée avec une solution contenant 0,1% de 

Coomassie Brillant Blue R-250, 40% de méthanol et 10% d'acide acétique glacial. Les 

gels sont maintenus dans cette solution pendant 1 heure à la température ambiante et 
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Figure 2.2 : Schéma du montage permettant de former un gradient d'acrylamide. 
La solution A contient une solution à 20% d'acrylamide et la solution B est à 5% 
d'acrylamide. Les tubes laissent aller lentement leur contenu par l'effet de la 
gravité, les solutions se mélangent pour former un gradient. 

sous agitation. Par la suite, la solution de coloration est retirée pour décolorer le gel où 

il n'y a pas de bandes avec une solution composée de 40% de méthanol et de 10% 

d'acide acétique glacial. Cette solution est changée plusieurs fois pour retirer tout le 

bleu de Coomassie en excès. Finalement, les gels sont rincés à l'eau avant d'être séchés. 

2.2.5.2 Coloration au nitrate d'argent 

La coloration à l'argent possède une limite de détection des protéines très basse, 

elle alloue la visualisation de bandes invisibles par une coloration au bleu de Coomassie. 

Tout le matériel doit être d'une propreté parfaite puisque la haute sensibilité de la 

méthode provoque des taches sur le gel à la moindre impureté. Le gel à développer est 

d'abord lavé à l'eau nanopure plusieurs fois, puis, une solution de 50% de méthanol, 
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10% d'acide acétique et 0,25% de glycérol est utilisée pour fixer les protéines. Une 

série de lavages à l'eau permettent d'éliminer toutes les traces de la solution de fixation. 

La coloration est générée à l'aide du kit de coloration Silver stain plus, de Bio-Rad 

(Californie, Etats-Unis), selon les instructions du fabricant. 

2.2.5.3 Révélation des bandes par le transilluminateur à ADN 

L'appareil se règle pour détecter la fluorescence de différents spectres 

excitation/émission, dont l'un recoupe en partie celui de FITC. Malgré le faible signal 

engendré (la luminosité et le contraste de la photo des figures 3.7 (b) et 3.8 (b) ont été 

ajustés à l'aide de logiciels informatiques), les bandes apparaissant sur la photo sont 

spécifiques et exclusives à la FITC-RCMLA, puisque aucune autre espèce fluorescente 

n'a été ajoutée aux échantillons. 

2.3 Appareils et mesures biophysiques 

2.3.1 Anisotropie de fluorescence 

La fluorescence est une technique spectroscopique basée sur la particularité de 

certaines molécules, les fluorophores, à passer d'un état excité de haute énergie à un état 

électronique fondamental d'énergie moindre. La différence d'énergie est dissipée sous 

forme de lumière. Le phénomène d'anisotropie de fluorescence tient son origine dans la 

probabilité qu'une molécule puisse opérer une rotation entre le moment où elle est 

excitée et celui où elle se désactive par émission de fluorescence. 

L'anisotropie de fluorescence permet donc d'observer la mobilité du fluorophore. 

Les mesures d'anisotropie de fluorescence mettent ainsi en évidence le déplacement 

angulaire moyen du fluorophore qui se produit entre l'absorption et l'émission d'un 

photon. Cette méthode a été employée pour caractériser l'interaction de RCMLA avec 

DnaK. La RCMLA étant marquée à une extrémité par une molécule de FITC, les 

libertés de mouvement du fluorophore et du polypeptide deviennent directement 

couplées (figure 2.3). Plus la particule est grande, moins importante sera la diffusion 

rotationnelle, ce qui se traduit en une hausse de l'anisotropie. La formation d'une 
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Figure 2.3 : La RCMLA marquée perd de la liberté de mouvement lorsque liée à 
DnaK. La RCMLA à laquelle une molécule de FITC est liée à l'extrémité N~ 
terminale est moins mobile lorsque l'une de ses régions est attachée à la 
chaperonne. Ainsi, lorsque le complexe est formé, la liberté de mouvement baisse 
et l'anisotropie de fluorescence augmente. 

liaison avec DnaK restreint encore plus la mobilité de la RCMLA. Par 

conséquent, l'anisotropie augmente lorsque RCMLA est en complexe avec DnaK. 
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Les mesures d'anisotropie de fluorescence sont réalisées sur un spectrofluorimètre 

modulaire SLM8IOO Aminco (Newport, Maryland, Etats-Unis) en fixant la longueur 

d'onde d'excitation à 494nm et celle d'émission à 517nm. Le trajet décrit dans 

l'appareil par l'onde lumineuse est schématisé à la figure 2.4. L'appareil est muni d'un 

bain régulateur de la température et d'un thermocouple permettant de mesurer la 

température avec précision. Un agitateur magnétique est aussi placé sous la cuvette pour 

les expériences nécessitant un mélange continuel. Les fentes de l'appareil sont réglées à 

4nm, ce qui assure une bonne intensité du signal et une résolution adéquate. 

2.3.2 Chromatographies d'exclusion de taille 

Dans ce type de chromatographie, les particules les plus grandes sont les 

premières à sortir de la colonne alors que les plus petites molécules tardent davantage à 

se libérer puisqu'elles se glissent dans tous les interstices de la matrice de la colonne. Il 

est possible de garder un complexe non-covalent natif dans ce type de support à 

chromatographie pour toute la durée de l'expérience mais l'inconvénient est que la 

séparation est réalisée sur la base de la forme plutôt que du poids. Ainsi, une particule 

longue mais fine sera retenue beaucoup plus longtemps qu'elle ne le devrait si seulement 

sa masse entrait en jeu. 

Pour caractériser le complexe RCMLAlDnaK, on a utilisé une colonne BioSilect 

400 (Bio-Rad, Etats-Unis), remplie d'un gel à base de groupes silanols (Sin0 2n) en 

particules de formes irrégulières. Afin d'éviter une adhésion excessive des protéines sur 

les billes du gel et favoriser ainsi leur élution, un tampon de force ionique trois fois 

supérieure à celle généralement employée est utilisé (Tris 60mM, pH 7,0, KCI 150mM, 

MgClz 15mM, ADP 0,4mM, DTT ImM). 

Pour mesurer l'absorption des protéines éluées à différentes longueurs d'onde et 

pour collecter des fractions de façon automatisée, un appareil Akta chromatography 

PH/CIO (Amersham biosciences, Angleterre) est utilisé. Un détecteur d'absorbance 
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Figure 2.4 : Schéma simplifié du trajet lumineux suivi dans un spectroOuorimètre 
mesurant l'anisotropie. La lumière est d'abord filtrée, ne laissant passer qu'une 
longueur d'onde précise, puis polarisée. La lumière arrivant à l'échantillon est 
donc monochromatique et polarisée verticalement. La substance fluorescente 
renvoie une lumière dont on mesurera, à la longueur d'onde d'émission 
programmée, l'intensité de la composante verticale et de la composante 
horizontale. L'anisotropie (r) est donnée par l'équation indiquée sur la figure. 

dans la région du UV-visible est installé et peut mesurer l'intensité à travers une cellule 

de lcm de parcours optique à la sortie de la colonne à 3 longueurs d'ondes 

simultanément. 
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2.3.3 Titrage calorimétrique isotherme (ITe) 

Le titrage calorimétrique isotherme (Isothermal Titration Calorimetry) permet 

d'obtenir les paramètres thermodynamiques qui décrivent l'interaction entre deux 

molécules. L'instrument est formé de deux puits identiques fabriqués d'un matériel 

conducteur de chaleur, généralement en or ou en un alliage de nickel, entourés d'un 

recouvrement permettant un contrôle adiabatique (figure 2.5). La macromolécule est 

insérée dans un des puits muni d'un dispositif d'injection et le ligand est introduit de 

façon contrôlée dans des conditions d'agitation vigoureuse. La cellule de référence, 

rigoureusement identique à celle contenant l'échantillon, est remplie d'eau distillée 

nanopure et dégazée dans laquelle est appliquée une faible décharge électrique (de 

moins de ImV) dont l'énergie sera utilisée pour créer la référence de base de la mesure. 

Ce signal est enregistré par l'appareil, qui régule par la suite le circuit qui équilibre la 

différence de chaleur entre la cellule de référence et la cellule contenant l'échantillon. 

La mesure d'ITC obtenue représente le voltage requis, en fonction du temps, 

pour garder la température égale dans les deux puits tout au long du titrage. Le ligand 

est injecté graduellement afin de permettre un équilibre aussi constant que possible. La 

chaleur dégagée ou absorbée pendant l'injection du ligand dans la cellule contenant la 

macromolécule dépend de la nature exothermique ou endothermique de l'interaction 

moléculaire. La différence de chaleur observée est proportionnelle à la fraction de 

ligands s'étant associés, il est donc essentiel de déterminer avec justesse la concentration 

initiale du titrant et du titré (et leur volume) pour détenir une précision acceptable au 

niveau des paramètres thermodynamiques. 

Les mesures d'interaction entre les protéines ne doivent pas dépendre de 

l'énergie de solvatation du ligand, des produits présents dans le tampon et des autres 

phénomènes physiques indépendants de l'association des protéines. On élimine ces 

effets par un enregistrement de l'injection du ligand dans la cellule remplie de tampon 

dans les mêmes conditions que celles utilisées pour la mesure de l'interaction entre les 

protéines. Par la suite, la courbe du voltage en fonction du temps pour le tampon est 
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soustraite de celle pour laquelle la cellule contenait la macromolécule. L'une des 

hypothèses sous-jacente à la technique est que les sites de liaison du ligand sur la 

macromolécule sont tous équivalents. 

À partir du voltage, on obtient en une seule expérience la constante de 

dissociation ("KI), la stoechiométrie de la réaction (n) et l'enthalpie (MI) de l'interaction. 

La différence de potentiel mesurée en fonction du temps est facilement convertible en 

puissance (énergie/temps) par la loi d'Ohm, puisque l'intensité du courant reste 

constante durant toute la durée de l'expérience. La puissance en fonction du temps est 

présentée sur un graphique d'ITC, dans la partie du haut. Pour l'obtention du graphique 

de l'enthalpie par rapport au ratio molaire titrant/macromolécule, on doit transformer les 

valeurs de temps en quantité de molécules. Comme on connaît exactement la quantité 

de macromolécule présente dans la cuvette et celle du ligand injecté, la conversion est 

très simple. L'équation qui servira à définir la courbe liant les points du graphique de 

l'enthalpie par rapport au ratio molaire dépend du système étudié. L'équation utilisée 

pour caractériser la liaison de RCMLA à DnaK est la suivante: 

(
[RCMLA li )n 

IDnaK 
M/=--"-------=----

K-1 + ([RCMLAll )n 
d IDnaK 

(2) 

La constante de dissociation et le nombre de sites de liaison n sont donc trouvés 

directement par l'équation. 

L'énergie libre de Gibbs (~G) et l'entropie (~S) sont déterminées indirectement à 

partir du ~H et du "KI mesurés expérimentalement. On les calcule à l'aide des deux 

équations suivantes : 

( -~G) Kd = exp RT 

M = _~_G_-_M/_ 
T 

(3) 

(4) 

Où T est la température, constante tout au long de l'expérience. Toutes les 

incertitudes sur les calculs sont déterminées par la méthode différentielle. 
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Figure 2.5: Schéma du dispositif d'injection dans la cellule de l'échantillon à 
l'intérieur d'un calorimètre ITC. L'injecteur est muni d'une vis tournante 
permettant l'ajout de faibles quantités de ligand. Au bout de l'injecteur est placé 
un agitateur mécanique permettant un mélange immédiatement après l'injection du 
ligand. Les recouvrements des cellules permettent un contrôle complètement 
adiabatique de l'échantillon. 

Avec plus d'une mesure à différentes températures, on peut aussi tracer le 

graphique de la variation de l'enthalpie en fonction de la température, dont la pente nous 

renseignera sur la variation de la capacité calorifique à pression constante (ôCp) de la 

réaction. 
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Les expériences d'ITC sont réalisées sur un microcalorimètre VP-ITC (Microcal 

Northampton, Etats-Unis). Les protéines sont d'abord dialysées contre un tampon 

PIPES 20mM, pH 7,0, KCI50mM, MgCh 5mM. Les échantillons sont alors centrifugés 

pour éliminer la présence possible d'agrégats et les concentrations protéiques sont 

déterminées par les méthodes décrites à la section 2.1.6. Par la suite, ImM de TCEP et 

ImM d'ADP sont ajoutées à l'échantillon et les concentrations sont calculées en 

fonction du volume ajouté. Le titrage des protéines et la dilution du ligand sont 

enregistrés le même jour et soustraites à l'aide du programme Origin 7.0, fourni avec le 

calorimètre. 

Pour l'ajustement des mesures de variation de chaleur d'une microinjection à 

l'autre, on utilise un modèle d'interaction avec des sites de liaison non séquentiels. On 

considère que les sites de liaison de DnaK sur la RCMLA se dévoilent en partie grâce à 

l'exposition des autres et que le temps requis pour combler les sites subséquents au 

premier lié est minime. L'équation utilisée pour décrire la différence d'enthalpie lors 

d'une injection i est la suivante: 

. . . dV [Q(i) - QU - 1) i dO(i) = OU) + _J.' , '. - Q(i -1) (5) -, -- V -., 1 0-_ 

où ~Q(i) est la variation de chaleur due à l'interaction entre les molécules, Q est la 

chaleur provoquée par l'injection, Vo est le volume initial dans la cellule et Vi est le 

volume total à l'injection i. 

2.3.4 Spectroscopie de masse 

La spectroscopie de masse est une méthode qui révèle avec une grande précision 

la masse des molécules ionisées selon leur relation charge/masse (mlz). En plus du 

poids moléculaire du composé, cette technique peut révéler la structure chimique de la 

molécule. Dans le cas des applications en biologie impliquant des macromolécules, on 
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doit fragmenter la protéine avant de l'ioniser pour en réduire la taille. Ce handicap peut 

être transfonné en avantage puisque chaque fragment ionique sera détecté avec sa propre 

valeur de mlz, on aura donc la taille et le degré d'ionisation de chaque segment. Pour 

générer des fragments à partir d'un polypeptide, on utilise une protéase dont l'action est 

limitée à certains acides aminés, telle la trypsine qui ne rompt le lien peptidique qu'au 

niveau des lysines et des arginines. 

Les protéines analysées au service de spectroscopie de masse de la Universidad 

deI Pais Vasco (UPV IEHU), avec un spectromètre de masse Bruker, Uktraflex 

TOFrrOF (Bruker-Daltonics, Bremen, Allemagne), avaient déjà été fragmentées lors 

des manipulations antérieures à la préparation de l'échantillon pour la spectroscopie de 

masse. Pour l'ionisation et la vaporisation, la méthode de MALDI (Matrix Assisted 

Laser DesorptionlIonization) a été employée. Le procédé utilise un laser de lumière UV 

pour désorber des macromolécules de la matrice. Lors de l'absorption UV, les 

molécules inconnues sont détachées de la matrice et une fraction de celles-ci est ionisée. 

Par la suite, les ions désorbés sont accélérés en passant par une grille chargée 

générant un champ électrique (figure 2.6) pour ensuite passer dans un champ 

magnétique qui les dévie sur le détecteur. Pour ensuite analyser la masse des molécules 

chargées, on utilise un spectre TOF (Time of flight), qui mesure le délai temporel entre 

l'éclair de lumière UV provenant du laser et l'arrivée au détecteur. Le spectre de masse 

est obtenu en convertissant le spectre TOF en rnJz en utilisant des équivalences 

préalablement déterminées lors de la calibration de l'appareil. Lorsque le spectre obtenu 

n'est pas suffisamment bien résolu, ou pour augmenter l'intensité du signal, on utilise 

des systèmes de détection en mode réfléchi et en mode d'extraction retardée. La 

première méthode consiste à insérer un miroir électrostatique pennettant de séparer des 

ions de masse identique selon leur taille et leur charge, qui modifient l'énergie cinétique 

de la molécule, et on augmente ainsi la résolution pour des masses très semblables. Le 

mode d'extraction retardée se distingue par l'endroit où est réalisé son action. Lors de 

l'accélération des particules par le champ électrique, on applique un voltage 
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supplémentaire dans la plaque pour mOInS d'une microseconde. En ajustant les 

équivalences TOF à mJz, on obtient un signal exact mieux résolu. 

Plaque cluu·gée • 
Accélère et nie les 
particules ( ',. • , 
•• 

Aimants créant 
ml champ magnétique Laser UV 

~ .. 
• • 

.- .. fi 
"-- Électron 

• 

l'échantillon 

Figure 2.6 : Schéma décrivant les différentes étapes suivies par l'échantillon en 
spectroscopie de masse. L'échantillon est vaporisé, ionisé, puis accéléré avant de 
passer dans un champ magnétique qui forcera la séparation des ions selon leur 
taille. Tous les ions avec la même charge acquièrent approximativement la même 
énergie cinétique, déterminée par le voltage appliqué. Donc, le temps que 
prennent les ions à arriver au détecteur est proportionnel à leur masse moléculaire. 

Avant de préparer la matrice contenant l'échantillon, les polypeptides sont 

purifiés à l'aide d'une nano-colonne contenant lOO-300nl de charbon actif de source 

commerciale (C-5510, Sigma, Etats-Unis) dans une pointe de pipette. On utilise une 

seringue de lml pour faire passer l'échantillon au travers de la nano-colonne en réalisant 

une pression manuelle. La colonne est préalablement équilibrée avec de l'acide 

trifluoroacétique 0,1% (TF A) et les polypeptides sont élués directement sur la matrice 

avec 0,5JlI de solution CHCA (Acétonitrile 20Jlg/JlI, TFA 70/30 v/v). 
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Pour améliorer le rapport signallbruit, une moyenne de 200-300 spectres a été 

effectuée, ce qui porte l'erreur absolue à moins de 70ppm. Les fragments de protéine 

ont été identifiés par une banque de séquences protéiques non-redondantes de NCBI en 

utilisant le moteur Mascot. Les paramètres utilisés pour la recherche autorisaient l'oubli 

de 2 sites de protéolyse, la carboxyméthylation complète des cystéines et l'oxydation 

partielle des méthionines. 
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CHAPITRE 3 : 

CARACTÉRISATION DU COMPLEXE FORMÉ DE DnaK 
ET DE RCMLA 

L'étude du mécanisme de liaison du substrat à DnaK a été axée jusqu'à présent 

sur la chaperonne plutôt que sur le substrat. Les observations publiées sur le sujet 

portent principalement sur les changements conformationnels de DnaK lorsqu'un 

substrat s'y lie (66, 86). De courts peptides d'au plus Il acides aminés sont alors 

utilisés afin que DnaK adopte sa forme de haute affinité. Les études qui incluent des 

données avec un substrat plus grand font usage de la luciférase ou la malate 

déshydrogénase afin généralement de quantifier l'efficacité de l'enzyme (82, 87). 

D'autres ont utilisé la RCMLA comme compétiteur à un autre substrat ou pour aider 

l'échange de nucléotide par la liaison de substrat de cet enzyme allostérique (88,89). Le 

ou les sites de liaison de DnaK sur la RCMLA est un sujet qui n'ajamais été étudié d'un 

point de vue structural. L'avantage peu négligeable d'un tel projet est de vérifier sur le 

même substrat la théorie du mode d'action de la chaperonne dite de «holdase» et 

d'identifier des sites de liaison sur le substrat. 

3.1 Détermination des conditions de formation de complexe et spécificité 

Compte tenu de la faible quantité d'informations concernant le système considéré 

et puisque les études antérieures n'ont décrit pour la plupart que le caractère compétitif 

de la RCMLA à un autre substrat de DnaK, de nombreuses expériences préliminaires ont 

dû être réalisées afin de favoriser la formation d'un complexe stable et en quantité 

optimisée. La difficulté provient de la grande sensibilité du système à son 

environnement. Ainsi, à cause de variations minimes de température ou du temps 

d'incubation, on pourrait être amené à interpréter les résultats de façon erronée. Les 

expériences préliminaires les plus importantes sont présentées dans cette section. En 

plus, la question de la spécificité de l'interaction entre les deux protéines est abordée. 
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3.1.1 Effet de la température sur la liaison de DnaK au substrat 

L'anisotropie de fluorescence peut être utilisée pour évaluer la liberté de 

mouvement d'un fluorophore. En liant de façon covalente un fluorophore sur un 

polypeptide, les variations de mobilité du polypeptide peuvent être mises en évidence. 

La RCMLA a été marqué à l'extrémité N-terminale par la fluorescéine (FITC) et jointe à 

DnaK (figure 2.3). Si la chaperonne piège le substrat, les mouvements de la RCMLA­

FITC seront sensiblement limités et l'anisotropie augmentera. L'anisotropie de 

fluorescence comme moyen de mesurer la quantité de complexe formé a été utilisée afin 

de déterminer la température optimale de liaison du substrat à la chaperonne (figure 3.1). 

La température la plus appropriée pour la liaison de RCMLA à DnaK est de 37°C. À 

moins d'indication contraire, cette température sera utilisée pour toutes les expériences 

réalisées sur ces deux protéines. 

3.1.2 Effet de la présence de potassium dans le tampon 

L'absence de potassium dans le tampon est souhaitable pour les études 

biochimiques qui requièrent l'utilisation fréquente de gels de polyacrylamide (SDS­

PAGE) puisque le potassium fait précipiter le SDS. Dans le cas présent, des études 

montrent que cet ion joue un rôle sur l'efficacité enzymatique de DnaK (90). Ainsi, il a 

été nécessaire d'examiner la capacité de DnaK à se lier à RCMLA en présence de 

potassium et lorsque substitué par un autre ion. Des chromatographies sur colonne 

d'exclusion de taille ont été effectuées avec un tampon 60mM Tris, 150mM KCI, 15 

mM MgClz et avec le même tampon dans lequel le KCl était substitué par le NaCI 

(figure 3.2). Les chromatographies d'exclusion de taille séparent aisément le complexe 

de DnaK avec RCMLA (dont la taille est supérieure à 73kDa) de la RCMLA libre 

(14kDa). En comparant les chromatogrammes obtenus, on observe une plus grande 

quantité de complexe formé lorsque le tampon contenant du potassium est utilisé. 

L'absorbance de la bande associée à la RCMLA libre varie inversement à celle du 

complexe. Par conséquent, on prendra soin d'utiliser des tampons contenant du 

potassium lors des expériences subséquentes. 
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Figure 3.1 : Anisotropie de fluorescence mesurée à différentes températures. Les 
échantillons de FITC-RCMLA 50nM sont incubés en présence de DnaK 1,21lM et 
d'ADP ImM à la température indiquée durant 30 minutes sous agitation faible 
avant l'enregistrement. La fonnation de complexe est maximale à 37°C. 

3.1.3 Temps d'incubation nécessaire à l'équilibre enzymatique 

DnaK étant un enzyme à régulation allostérique, la liaison des nucléotides et 

celle du substrat sont étroitement liés. La liaison de l'ADP sur le domaine de liaison des 

nucléotides de la chaperonne modifie la confonnation de l'enzyme en une fonne à haute 

affinité pour le substrat (voir figure 1.6). L'association du substrat en présence d'ADP 

est beaucoup plus lente que la dissociation en présence d'A TP, et ceci constitue l'étape 

limitante de la fonnation du complexe entre DnaK et RCMLA. La figure 3.3 montre 

l'action des nucléotides telle que mesurée par l'anisotropie de fluorescence. On voit 

clairement que la liaison de DnaK à RCMLA requiert un temps d'incubation de 

plusieurs centaines de secondes en présence d'ADP pour être complète. Les 
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Figure 3.2 : Chromatogrammes résultants de l'injection de RCMLA avec DnaK 
dans un tampon contenant du KCI ou du NaCI. Le tampon d'élution est 
composé de 60mM Tris, 150mM KCI ou NaCI, 15mM MgCh, 0,4mM ADP, ImM 
DIT et le pH est ajusté à 7,0. Les protéines sont laissées à incuber dans le 
tampon d'élution durant une demi-heure avant l'injection. 

échantillons seront donc incubés un minimum de 30 minutes avant chaque expérience, 

ce qui assurera l'état d'équilibre du système. 

3.1.4 Spécificité de l'interaction entre RCMLA et DnaK 

L'expérience de la figure 3.3 apporte plus d'informations que ne le suggère la section 

précédente : elle renseigne également sur la spécificité de la liaison de la RCMLA à 

DnaK. L'interaction entre la RCMLA et DnaK, pour rendre compte correctement de la 
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Figure 3.3: Modulation de l'anisotropie de fluorescence par l'action de nucléotides. 
L'échantillon contient 50nM de RCMLA et 1,5J.lM de DnaK dans une cuvette à 
fluorescence et des mesures d'anisotropie sont prises à toutes les 15 secondes. Les 
nucléotides, en solution aqueuse maintenue à 37°C, sont injectés dans la cuvette 
aux temps indiqués par les flèches. L'anisotropie augmente lors de l'ajout d'ADP 
et sature en 1300 secondes (::::22 minutes). À l'opposé, l'ATP affecte le mélange 
par une rapide baisse d'anisotropie qui reflète un retour du système à l'état initial 
qui est complet en moins de 2 minutes. 

liaison entre la chaperonne et son substrat, ne doit pas être quelconque. Si elle simule 

bien le rôle de substrat, la RCMLA se positionnera dans la pince du domaine de liaison 

au substrat de DnaK. Sa liaison au domaine SBD de la chaperonne sera alors 

dépendante du nucléotide uni à l'autre domaine. C'est bien ce qui est visible à la figure 

3.3; l'ADP stimule la liaison de la RCMLA marquée alors que l'ATP catalyse son 

retrait. La liaison de la RCMLA est donc dirigée par l'ouverture et la fermeture de la 

pince du SBD, ce qui conclut qu'elle se place effectivement à la position du substrat. 
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3.2 Stabilité et dynamique de dissociation du complexe 

Étudier la dissociation du système DnaK-RCMLA présente une double utilité. 

Une certaine stabilité temporelle est essentielle à la réalisation de la majorité des 

expériences mais un complexe qui se dissocie trop peu fréquemment irait à l'encontre 

d'un aspect important de la théorie de «holdase» dont on souhaite prouver l'existence. 

En effet, si la liaison de DnaK à son substrat était très stable, ce dernier pourrait 

difficilement acquérir une forme native dans un temps convenable ou être transféré 

facilement à une autre chaperonne. 

3.2.1 Stabilité du complexe en temps réel 

Pour certaines expériences telles celles qui seront présentées à la quatrième 

section de ce chapitre, il était important d'avoir un complexe stable pour des périodes de 

temps variant de une à deux heures. Il fût donc nécessaire de démontrer la stabilité 

temporelle du système et d'ainsi s'assurer que ces expériences étaient réalisables. 

Des échantillons contenant 142JlM de RCMLA et 33JlM de DnaK ont été 

incubés à 37°C durant 30 minutes dans un tampon Tris 60mM, KC1150mM, MgCb 15 

mM, ADP 0,4mM, DIT ImM. Par la suite, l'échantillon était injecté sur une colonne 

d'exclusion de taille et les fractions correspondantes au complexe étaient recueillies (en 

référence à la figure 3.2 pour le chromatogramme avec KCI, il correspond sur le 

chromatogramme à la section de 8-lOml de volume d'élution). Le complexe isolé était 

alors concentré sur des filtres Microcon (Millipores) de rétention moléculaire de 10kDa 

jusqu'à l'obtention d'un volume d'environ 150Jll. Le complexe isolé et concentré était 

ensuite réinjecté sur la même colonne, lavée et rééquilibrée durant la concentration. Les 

chromatogrammes obtenus à différents temps d'incubation entre les injections ne 

peuvent pas être comparés entre eux selon leur absorbance puisque la quantité de 

solution obtenue de la concentration diffère légèrement. 

C'est en comparant l'aire des bandes à l'aire totale qu'on obtient des 

pourcentages de chacune des bandes qu'il est possible d'analyser. La figure 3.4 montre 
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Figure 3.4 : Comparaison des quantités relatives de DnaK et RCMLA liés et libres 
après isolation du complexe. L 'hétéromère est séparé par chromatographie 
d'exclusion de taille, concentré et réinjecté sur la colonne différents temps après la 
première séparation. Le chromatogramme résultant est indicateur de la stabilité du 
complexe. La dissociation des protéines atteint un équilibre qui varie peu après 20 
minutes. 

le pourcentage de l'aire totale du complexe, de RCMLA libre et de DnaK libre pour 3 

périodes de temps entre les injections distinctes. On y voit que la quantité de complexe 

diminue légèrement lorsque le temps d'isolation du complexe augmente pour favoriser 

la présence des protéines libres. Par contre, cette dissociation est négligeable par rapport 

au temps nécessaire pour effectuer les expériences désirées et la liaison sera considérée 

comme stable sur une période de deux heures. 

La présence d'un complexe formé de RCMLA et de DnaK est donc démontrée 

et les conditions particulières du milieu favorisant l'interaction ont été établies. 

L'opération nécessite un tampon avec potassium, une incubation préalable d'un 
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minimum de 22 minutes avec l'ADP et est favorisé par une température de 37°C. Sous 

ces conditions le complexe est stable sur une période s'étendant jusqu'à 2 heures. 

3.2.2 Détermination de la constante de dissociation par anisotropie de 
fluorescence 

L'anisotropie de fluorescence est une méthode dont les résultats ont une marge 

d'erreur assez élevée. La variabilité est immuable à la faible quantité de fluorophore 

qu'il faut utiliser. Les résultats que nous obtiendrons concernant le KtI possèdent une 

marge d'erreur importante et ne peuvent pas servir à elles seules à prouver une 

hypothèse, à moins de répéter un grand nombre de fois l'expérience. Le nombre de sites 

de liaisons peut aussi être estimé de cette façon, mais des résultats plus quantificatifs 

seront obtenus autrement. Néanmoins, les graphiques obtenus fournissent une base 

solide pour l'exploration plus détaillée du système par d'autres techniques plus précises, 

telle le titrage calorimétrique isothenne, que nous utiliserons par la suite. À l'aide de la 

RCMLA marquée avec la fluorescéine, un titrage est obtenu en variant la concentration 

de DnaK (figure 3.5), effectué sous les conditions nonnales de formation du complexe 

(37°C, 30 minutes d'incubation en présence de 1mM d'ADP). 

Les données originales avant le traitement mathématique subséquent sont 

présentées en encart dans ce graphique, de même qu'un contrôle de variation 

d'anisotropie lors de l'ajout d'une protéine quelconque (le lysozyme, dans le cas 

présent). Une courbe de type sigmoïdaljoint les points du graphique de la figure 3.5. 

Un graphique de Lineweaver~Burk en double réciproque est construit pour identifier le 

KtI de la liaison de DnaK à RCMLA (figure 3.6). La constante de dissociation mesurée 

de cette façon est de 0,75IlM, soit 15 fois la concentration de RCMLA totale de 

l'échantillon. La quantité de complexe fonné est donc fortement augmentée par une 

concentration plus élevée de DnaK et elle diminue sensiblement à de faibles quantités de 

DnaK. 



Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.

64 

1,2 

0,12 

1,0 
0,11 

..i .. • • •• S i 0,10 

.s e 
èS 0,09 •• • ~ .III .. ~ 0,08 C. 0,8 = a.. 0,07 ..... 

= 1'1) 0,06 .. 
~ ° 1 2 3 

0,6 IProtéine titrée) (pM) 

..... . ~ c. 
= 0,4 a.. ..... 
= QPl 

~ 0,2 

0,1 1 
[DnaK] (pM) 

Figure 3.5 : Titrage de FITC-RCMLA par DnaK, suivi par anisotropie de 
fluorescence. 50nM de RCMLA marquée permettent de suivre la liaison du 
substrat à DnaK en variant la concentration de la chaperonne. Les résultats sont 
montrés par les ronds pleins alors que les ronds vides présentent un contrôle de la 
spécificité de l'anisotropie réalisée en titrant avec le lysozyme au lieu de DnaK. 
La présentation de la liaison du substrat normalisée à 1, en fonction de la 
concentration de protéine mise en échelle logarithmique met en évidence le point 
d'inflexion où est située la constante de dissociation. L'encart présente le résultat 
avant traitement des données obtenu sur l'appareil, soit l'anisotropie de 
fluorescence en fonction de la concentration de DnaK. 

La constante de dissociation n'évalue pas que la proportion de constituants du 

complexe à l'état libre et réunis. On peut la comparer avec d'autres valeurs de KI pour 

des systèmes semblables ou pour des modèles ayant au moins un constituant du mélange 

semblable. Dans le cas présent, l'expérience nous apprend qu'on devra prendre soin 

dans les prochaines expériences de ne pas utiliser une concentration de DnaK inférieure 

à 0,75f..lM, puisque les résultats ne seraient pas significatifs. De plus, comme les 
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Figure 3.6 : Graphique en doubles réciproques (Lineweaver-Burk) du titrage de 
DnaK sur FITC-RCMLA. L'ordonnée à l'origine d'un tel graphique donne la 
valeur de IIMmax = 26,95 (u.a.rI et son abscisse à l'origine est l'inverse négatif 
de la constante de dissociation, d'une valeur sur le graphique de -1,433J..lM-1

, 

indiquant un ~ de (0,75 ± 0,24)J..lM. L'équation définit la pente du graphique 
avec un R2 de 0,9945. Les barres d'erreurs tirent leur origine de trois répétitions 
indépendantes de la même expérience. 

constantes de dissociation de d'autres chaperonnes en complexe avec la RCMLA ont été 

trouvées, la comparaison de ces valeurs sera réalisée dans le chapitre suivant. 

3.3 Optimisation de la formation du complexe de DnaK et de RCMLA 

La quantité et, parfois, la nature d'un complexe enzyme-substrat est dépendant 

des concentrations des molécules qui le constituent. Règle générale, on s'assure de 

l'absence de l'un ou l'autre des composants du complexe à l'état libre en mettant l'autre 
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en excès et on peut également favoriser la formation de complexes différents selon les 

ratios utilisés. Cette section dédiée aux ratios de DnaK avec RCMLA permettra donc à 

la fois de visualiser le complexe et de contrôler la quantité de chacune des protéines 

qu'il est le plus judicieux d'utiliser pour les expériences subséquentes. 

3.3.1 Utilisation d'agents pontants (crosslinkers) pour la révélation du 
complexe par SDS-PAGE 

Les protéines qui migrent en SDS-PAGE ne gardent pas leur conformation 

native. En plus d'incorporer une charge négative aux protéines, le SDS les dénature et 

dissocie les complexes et agrégats protéiques. La visualisation de complexes sur un gel 

en SDS- PAGE requiert donc l'utilisation d'agents pontants qui, incorporés au mélange 

protéique, préviendront la dissociation du complexe. Comme leur nom l'indique, ces 

molécules forment un lien covalent entre des protéines se trouvant à proximité l'une de 

l'autre. Dans le cas présent, on a utilisé un agent d'une longueur de Il,4A, le Bis­

[Sulfosuccinimidyl]-suberate (BS3
) pour lequel le sel Tris est un inhibiteur efficace. Le 

BS3 établit un pont entre deux lysines situées à de courtes distances (11,4A ou moins) 

l'une de l'autre. La RCMLA présente une composition forte en lysines, le BS3 avait 

donc plus de chances d'être efficace. On ajoutera le Tris peu de temps (40 minutes) 

après l'incorporation de l'agent pontant pour éviter la formation de larges agrégats 

protéiques. Nous l'avons fait agir sur le complexe DnaK-RCMLA préalablement formé 

ainsi que sur chacune des protéines séparément, à des fins de contrôle. 

La figure 3.7 montre un gel en gradient de 5-20% de polyacrylamide sur lequel 

ont été déposées les protéines liées par BS3
• La modulation des ratios respectifs des 

protéines est assurée par la quantité de RCMLA alors que la concentration de DnaK 

demeure constante. Vu l'importante différence de taille entre la chaperonne et son 

substrat (DnaK a une masse moléculaire près de 5 fois plus élevée que RCMLA), et 

puisque les expériences requièrent une concentration plus grande de DnaK que de 

RCMLA pour vérifier l'hypothèse de «holdase », des quantités infimes du substrat ont 

dues être utilisées afin de ne pas saturer le gel. La visualisation de ces petites quantités 
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Figure 3.7: Gel d'électrophorèse sur gradient de polyacrylamide montrant le 
complexe formé par FITC-RCMLA et DnaK en présence d'agents pontants. 
La partie (a) montre le gel original tel que révélé par le bleu de Coomassie alors 
que la partie (b) est une photo du même gel inséré dans un transilluminateur. Tous 
les échantillons contiennent un total de 400llM de BS3 qu'on a laissé agir en 
présence des protéines durant 40 minutes à 37°C. Les puits 1 et 2 contiennent 
respectivement 1,021lg et 3,051lg de FITC-RCMLA. Le puits 5 renferme 151lg de 
DnaK, le puits 4 présente l'échelle de masses moléculaires dont les valeurs sont 
indiquées sur la figure au centre et les puits 3 et 6 contiennent le complexe 
RCMLA-DnaK. Ces deux puits contiennent 151lg de la chaperonne et la variation 
de la quantité de RCMLA détermine le ratio molaire entre les protéines soit 1 : 1 au 
puits 3 (3,05Ilg RCMLA) et 1 :3 au puits 6 (l,02Ilg RCMLA). 

de substrat a été rendue possible par l'utilisation de la RCMLA marquée (FITC­

RCMLA), et révélation des sondes au moyen d'un transilluminateur. 

La photo prise dans le transilluminateur est plus riche en information que le gel 

original coloré au bleu de Coomassie. La quantité de complexe formé est faible et sa 

présence ne peut être confirmée que par la fluorescence. L'expérience montre un 

complexe composé de DnaK et de FITC-RCMLA de masse similaire pour les deux 

ratios testés, soit 1 : 1 et 1 : 3 de RCMLA : DnaK. Par sa taille, il est probable que ce 

complexe soit formé d'une molécule de chaperonne et de une ou plusieurs molécules de 
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RCMLA, dont la quantité est difficile à évaluer vu le faible poids moléculaire de ce 

substrat. 

3.3.2 Les gels natifs pour l'optimisation du ratio de DnaK et de RCMLA. 

Les gels natifs sont généralement plus ardus d'utilisation que les gels contenant 

du SDS, d'utilisation plus courante, et ils donnent des résultats peu prévisibles. Les 

protéines déposées sur le gel n'étant pas chargées négativement par le SDS, la migration 

sur le gel se fait selon les charges intrinsèques, les protéines pouvant donc également 

migrer vers la cathode dans certains cas. Leur utilisation s'est cependant révélée utile 

pour caractériser le complexe de DnaK et de RCMLA puisque les protéines et le 

complexe ont été séparés efficacement et la résolution s'est avérée supérieure à celle 

obtenue en présence d'agents pontants et de SDS. La figure 3.8 expose différents ratios 

de protéines formant le complexe RCMLA-DnaK sur un gel natif formé d'un gradient de 

8 à 25% d'acrylamide. Chacun des échantillons était incubé un minimum de 30 minutes 

en présence d'ADP à 37°C avant son chargement sur le gel 

Les ratios étudiés présentent tous une quantité plus ou moins grande du complexe d'une 

taille se situant entre 67 et 140 kDa et qui est apparemment le même que celui observé 

en SDS-PAGE. La présence d'une bande supplémentaire de taille supérieure à 140 kDa 

à la fois sur le gel et sur la photographie de fluorescence suppose l'existenced'un second 

complexe, plus gros et présent en plus petite quantité que le précédent. Vu sa grande 

taille et l'absence de la bande sur le contrôle de RCMLA seule, ce nouvel élément est 

vraisemblablement constitué de plusieurs molécules de DnaK et d'au moins une 

molécule de RCMLA. La question de la taille du complexe observée sur les gels et de 

leur signification sera élaborée en détails dans le prochain chapitre. 

Il est intéressant d'observer que ce complexe est présent dans une plus grande 

proportion lorsque le ratio RCMLA : DnaK est de 1 : 5, tel que déterminé par la quantité 

totale de RCMLA dans l'échantillon. Malheureusement, puisque le gel est en gradient 
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Figure 3.8 : Gel de polyacrylamide natif présentant différentes concentrations de 
DnaK à une quantité de RCMLA constante. Les deux parties présentées sont 
des représentations du même gel coloré au bleu de Coomassie (a) et révélé par 
fluorescence dans un transilluminateur à ADN/ARN (b). Le puits 1 est un 
standard protéique dont les poids moléculaires sont indiqués au centre, le 
deuxième puits contient comme unique constituant 2,51lg de RCMLA alors que le 
puits3 est de DnaK seule (l2,3Ilg). Les puits 4, 5 et 6 présentent les deux 
protéines en complexe dans des ratios de 1 : l, 1 : 3 et 1 : 5 de RCMLA : DnaK, 
respectivement. 

de polyacrylamide et qu'il est de type natif, il est impossible de déterminer avec 

précision la taille de l'amas protéique représenté par cette bande. 

3.3.3 Caractérisation des complexes par chromatographie d'exclusion 

Sur un tamis moléculaire, la RCMLA marquée par le fluorophore FITC a de nouveau 

permis d'identifier avec certitude les fractions contenant la protéine. Puisque 

la colonne utilisée séparait facilement la RCMLA de DnaK et du complexe mais ne 

résolvait pas clairement ces deux derniers, on a pu suivre la liaison du substrat à la 

chaperonne par l' absorbance à 494nm. Afm de visualiser DnaK, l' absorbance dans 

l'ultraviolet a également été mesurée. Cependant, comme le tampon contenait O,4mM 

d'ADP, substance absorbant fortement à 280nm et rendant le détecteur aveugle à une 
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telle concentration, l'appareil a été réglé pour détecter l' absorbance à 290nm pour lequel 

DnaK absorbe, bien que moins fortement qu'à 28Onm. 

Les chromatogrammes résultants sont présentés à la figure 3.9. La liaison du 

substrat à DnaK est favorisée par un ratio protéique plus important en chaperonne tel 

que vu par la hausse de la bande du complexe (à un volume d'élution de 9,35ml). On 

remarque, à la partie (b), que la RCMLA libre diminue lors de l'ajout de DnaK jusqu'à 

atteindre une valeur constante attribuable à une saturation des sites de liaison. Le poids 

moléculaire du complexe, tel que déterminé par les protéines de calibration (voir la 

figure 3.7 (a» est chiffré à 199kDa, approximation qui suggère un ratio protéique 

différent de 1 pour 1. Il est cependant peu recommandé de se fier à la taille évaluée par 

les gels et la colonne d'exclusion de taille pour le système de DnaK et de la RCMLA, 

des interprétations de leur valeur et de leur relevance seront données au chapitre de la 

discussion. 

Ce résultat et ceux qui le précèdent suggèrent tout de même que la création du 

complexe est favorisée par un excès de DnaK. Les conditions particulières à la création 

d'un second complexe, plus gros et présent en petite quantité seront évaluées au chapitre 

suivant. 

3.4 Calorimétrie, thermodynamique et détermination du nombre de sites de 
liaison 

Les mesures de la différence d'entropie, d'enthalpie et d'énergie libre de Gibbs 

pour la liaison entre DnaK et RCMLA permettent d'évaluer l'énergie mise enjeu lors de 

la liaison du substrat. Dans cette section, la façade dynamique du système protéique et 

la force de l'interaction sont mises en évidence par la constante de dissociation, qui a été 

déterminée de deux façons différentes dans le cadre du projet. Puis, la question du 

nombre de sites de liaison entre la chaperonne et le substrat est examinée. Elle est d'une 

importance capitale pour la présente étude car elle vérifie l'hypothèse du mode d'action 

de l'enzyme. 
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Figure 3.9 : Chromatogrammes du complexe RCMLA-DnaK formé à différents ratios et 
révélés par l'absorbance à 290nm et à 494nm. Les résultats sont normalisés par 
l'aire totale sous la courbe à 494nm. En (a) comme en (b), deux bandes 
principales sont visibles: celle située à 10,75ml représente la FITC-RCMLA alors 
que celle située à 9,35ml est attribuable au complexe. Sur la figure (b), un 
épaulement se forme au complexe dans les échantillons pour lesquels la quantité 
de DnaK à l'état libre est plus élevée. Cet épaulement est vraisemblablement dû à 
la DnaK libre, puisqu'il coïncide avec DnaK lorsque cette dernière est injectée 
seule sur la colonne. 
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3.4.1 Thermodynamique de liaison de DnaK à RCMLA en ITC à 37°C 

Lorsqu'un ligand se fixe sur un récepteur, la réaction s'accompagne d'une 

libération ou d'une absorption de chaleur selon le signe de l'enthalpie standard ~Ho de la 

fixation. Les microcalorimètres modernes peuvent mesurer des très faibles variations de 

chaleur. Le principe est très simple: un échantillon et une référence diffèrent 

uniquement par la présence ou l'absence de l'interaction étudiée. Lorsque la RCMLA 

est utilisée comme iI\Ïectant, DnaK est déposée dans la cuvette et, en laissant le système 

s'équilibrer entre les différentes injections du substrat, on s'assure de la continuité de la 

réaction observée (figure 3.10). Le paramètre mesuré est la différence d'énergie 

nécessaire pour maintenir la température de la cuvette à celle qui est programmée. Les 

résultats sont ensuite comparés à ceux de la référence de la RCMLA injectée dans le 

tampon dans lequel était DnaK, résultats qui tiennent compte de l'énergie de 

solubilisation de la protéine-substrat, de ses réactions possibles avec le tampon, des 

interactions des molécules d'eau entre elles, etc. L'appareil doit être particulièrement 

sensible et la préparation des échantillons très minutieuse pour mesurer avec précision 

et exactitude les variations minimes d'énergie. 

Le nombre de sites de liaison auquel la figure 3.10 réfère suppose que la 

molécule injectée (la RCMLA) agit comme le ligand de la protéine dans la cuvette. 

Pour faire état du nombre de molécules de DnaK sur RCMLA, il faut inverser ce chiffre, 

ce qui donne n = 4,59 ± 0,24. La constante de dissociation obtenue par ITC est de (1,02 

± 0,26) ~M. Le résultat est semblable à celui obtenu par mesure de l'anisotropie de 

fluorescence de (0,75 ± 0,24) ~M. Les différences énergétiques découlant de 

l'interaction entre les deux protéines sont décrites par les paramètres thermodynamiques 

d'enthalpie et d'entropie du système lors de la liaison. L'enthalpie est une mesure de la 

chaleur dégagée par la formation de la liaison ou nécessaire à la réaction. Lorsque 

négative, comme à la figure 3.10, il Y a un dégagement de chaleur quand les protéines 

sont mises en contact. L'entropie négative reflète au contraire une situation défavorable. 

Le signe négatif du changement d'entropie associé à la réaction de complexation est 

compatible avec la diminution 
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Figure 3.10 : Titrage calorimétrique isotherme de l'interaction de RCMLA avec 
DnaK à 37°C. La RCMLA à une concentration de 130J..lM est injectée dans la 
cuvette (6J..lI à tous les 6 minutes) contenant la chaperonne à 22,8J..lM et maintenue 
à une température de 37°C jusqu'à l'obtention d'un signal saturé. La mesure 
initiale en énergie par unité de temps est ensuite transformée en enthalpie par le 
calcul de la quantité d'injectant impliqué pour un temps donné. 
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relative des mouvements de la RCMLA-FITC mise en évidence par les mesures 

d'anisotropie de fluorescence. Dans un tel cas, où l'entropie et l'enthalpie tirent 

l'équilibre enzymatique dans des directions opposées, la température détermine la 

direction qui sera spontanément prise. Il est clair que IMII > IT ~Sl, pour la température 

physiologique, la formation de complexe est donc spontanée à 37°C. Une autre façon 

d'observer la spontanéité de la réaction est de calculer l'énergie libre de Gibbs (~G), 

définie comme: ~G = MI - T ~S. Lorsque négative, le phénomène est produit 

spontanément, c'est-à-dire sans qu'il ne soit nécessaire de fournir de l'énergie 

supplémentaire. 

3.4.2 Thermodynamique de liaison de DnaK à RCMLA en ITC à 42°C 

Nous avons répété le titrage dans des conditions de choc thermique (42°C) afin 

d'observer la réaction de la chaperonne au stress en interaction avec la RCMLA (figure 

3.11). Alors que le nombre de sites de liaison, l'énergie libre et même la constante de 

dissociation ne subissent pas de modifications notables provoqués par la hausse de 

température, l'entropie et l'enthalpie varient beaucoup. Bien que la formation du 

complexe soit toujours privilégiée à cette température, on constate que la composante 

favorable à cette réaction, l'enthalpie, l'est davantage qu'à la température physiologique 

de 37°C. 

L'exploration de la thermodynamique du système composé de RCMLA et DnaK 

révèle donc la primauté enthalpique dans l'association des protéines. Nous avons 

montré que la réaction de complexation est gouvernée enthalpiquement et qu'en 

conséquence des interactions favorables qui s'établissent entre la chaperonne et le 

substrat, de l'énergie est libérée dans l'environnement. La contribution entropique 

négative, donc défavorable à la réaction, est compatible avec la diminution des 

mouvements observée par anisotropie de fluorescence. Elle augmente considérablement 

à 42°C, mais celle-ci est contrebalancée par une enthalpie dominante. La constante de 

dissociation a été déterminée de deux façons différentes, les résultats sont semblables et 

l'interaction est dynamique. 
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Figure 3.11 : Titrage calorimétrique isotherme de l'interaction de RCMLA avec 
DnaK à 42°C. Sous des conditions de choc thermique, la chaperonne réagit de 
façon similaire qu'à 37°C mais l'interaction dégage plus de chaleur. Des 
conditions expérimentales semblables à celles de la figure 3.10 sont employées. 



Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.

76 

Le nombre de sites de liaison trouvé est compatible avec la théorie du mode 

d'action de DnaK présentée précédemment, soit de 4 à 5 chaperonnes par RCMLA, à 

des températures physiologiques, et davantage dans des conditions de stress thermique. 

3.5 Identification des fragments de RCMLA contenant les sites de liaison à 
DnaK 

Après avoir démontré avec succès que plusieurs chaperonnes sont présentes dans 

le complexe RCMLA-DnaK, l'étape suivante est bien entendu d'identifier les différents 

sites de liaison de DnaK sur la RCMLA. À cette fin, nous avons, après avoir formé le 

complexe, opéré une digestion partielle du mélange avec une protéase, la trypsine, de 

façon à couper le substrat aux endroits qui n'étaient pas protégés par la présence de la 

chaperonne, sans que la digestion n'affecte DnaK elle-même. Profitant d'une préférence 

statistique de la protéase sur le substrat déplié par rapport à la chaperonne présentant une 

structure tertiaire bien établie, on espérait obtenir une fragmentation inédite venant 

d'une impossibilité pour la trypsine d'accomplir son action sur un site recouvert de 

RCMLA. Hélas, aucun emplacement du substrat ne s'est révélé être, à la fois, un site de 

coupure de la trypsine et un site de liaison de DnaK. Il fût donc nécessaire d'adopter 

une autre stratégie de filtrations successives pour identifier les emplacements privilégiés 

par la chaperonne. 

3.5.1 Conditions de digestion partielle du complexe par la trypsine 

Lors d'une digestion partielle, la protéase en concentration infime doit être 

laissée en contact avec les protéines un temps suffisant pour ne couper que les endroits 

désirés, soit les sites de plus grande affinité de la protéase ou les emplacements les plus 

exposés. Des gels SDS-P AGE ont été chargés de solutions de RCMLA et de DnaK à 

différentes concentrations de trypsine et différents temps d'incubation. La figure 3.12 

montre les deux gels de polyacrylamide fmaux qui ont déterminé le temps d'action et la 

concentration de trypsine qui seront utilisés pour l'échantillon du complexe. Ces gels ne 

contiennent que les ratios 1/750 (puits 3 à 6) et 1/1000 w/w (puits 7 à 10) mais des ratios 
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Figure 3.12 : Gels préliminaires présentant les conditions adéquates de digestion 
partielle du complexe RCMLA-DnaK. En haut: gel SDS-PAGE 12,5% 
acrylamide montrant diverses concentrations de trypsine et différents temps 
d'incubation de la protéase avec DnaK. En bas: gel tris-tricine 16,5% acrylamide 
pour l'étude des conditions de digestion de la RCMLA par la trypsine. Le puits 1 
contient des marqueurs de poids moléculaire. Les flèches rouges pointent les 
protéines sans protéases (puits 2) et les rectangles rouges sont les rangées où un 
ratio de 1/1000 w/w trypsine/protéine totale a digéré le mélange pour une durée de 
20 minutes. 



Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.

78 

de 1/100 à 1/2000 w/w trypsine/protéine à couper ont été examinés. Des temps 

d'incubation variant de 10, 20, 30 et 60 minutes ont été utilisés (en ordre croissant du 

numéro du puits sur le gel) et l'essai le plus concluant propose un ratio massique de 

1/1000 de trypsine/protéine totale dans le mélange et un temps de digestion de 20 

minutes. Dans de telles conditions, la quantité de RCMLA sous forme native est 

négligeable et DnaK est presque entièrement sous sa forme initiale. 

3.5.2 Gel de digestion du complexe RCMLAlDnaK par la trypsine 

Tel que précisé auparavant, la digestion du complexe n'a pas généré de nouveaux 

fragments de RCMLA de taille comparable à deux segments adjacents, tel que souhaité. 

Après plusieurs essais, la méthode utilisée et présentée dans cette section a comme 

avantage l'obtention facile d'échantillons assez purs pour l'analyse par spectroscopie de 

masse, qui constitue la prochaine étape de la recherche sur DnaK et RCMLA. 

L'organigramme des manipulations nécessaires à son obtention est présenté comme la 

figure 3.13. Sur ce même organigramme sont inscrits les numéro des puits 

correspondants à l'échantillon à quelques étapes des manipulations de plus grand intérêt. 

Après avoir formé le complexe de RCMLAIDnaK en laissant incuber à 37°C 

pour 30 minutes, l'échantillon est digéré par la trypsine 1/1000 w/w par rapport à la 

masse totale de protéine. On arrête alors la réaction avec du PMSF, un inhibiteur des 

protéases à serine et on filtre le tout sur un concentrateur Microcon d'exclusion de 30 

kDa. Le filtrat est ainsi composé uniquement de fragments de RCMLA n'ayant pas 

interagi avec DnaK. Ce qui est resté sur le filtre est alors traité de la façon suivante : on 

dissocie les complexes formés entre DnaK et RCMLA (ou ses fragments) par l'ajout 

d'ATP, qui libère les protéines en moins de 2 minutes (voir figure 3.3) et par 

l'acidification par l'acide acétique jusqu'à l'obtention d'un pH = 3,0. On filtre de 

nouveau la solution sur un autre concentrateur de 30kDa et on conserve le filtrat, qui est 

composé de segments de DnaK et fragments de RCMLA ayant été liés à DnaK. Les 

régions de RCMLA que l'on obtient ici contiennent donc tous les sites de liaisons de 

DnaK sur la RCMLA. Les filtrats sont fmalement précipités avec de l'acide 
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Figure 3.13 : Organigramme des manipulations menant à l'identification des sites 
de liaison. L'objectif est de séparer les fragments de RCMLA qui lient DnaK et 
ceux qui restent libre. Les dernières étapes des manipulations sont le gel de 
polyacrylamide (dont les contenus des puits 3, 4 et 5 sont inscrits sur 
l'organigramme) et la spectroscopie de masse, qui seront les deux modes de 
détection des fragments. 
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trichloroacétique (TCA) 15% pour au moins une heure et mis sur gel (figure 3.14) avec 

le tampon de chargement. La solution qui est demeurée sur le filtre à la seconde 

filtration est chargée sur un puits du gel à des fins de contrôle. Tel que prévu, cette 

fraction ne contient que des molécules de DnaK entières. 
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Figure 3.14 : Gel (Tris-tricine, à 16,5% de polyacrylamide) de digestion par la 
trypsine du complexe RCMLAlDnaK révélé par coloration à l'argent. La 
coloration à l'argent a été réalisée avec la trousse Bio-rad. Le puits dont la moitié 
est visible à gauche contient un mélange standard de polypeptides dont la masse 
moléculaire est inscrite à gauche. Le puits 1 contient la RCMLA native et le 
deuxième, la même quantité de RCMLA sur laquelle la trypsine a agi. Les puits 3 
et 4 sont les échantillons filtrés et récoltés sur le filtre, respectivement, pour ne 
garder que les fragments de RCMLA (voir figure 3.13). Le puits 5 est 
l'échantillon récolté sur le filtre après dissociation du complexe. Le puits 6 donne 
un aperçu des fragments de DnaK pouvant être générés par un excès de trypsine. 

Pour éviter la présence de RCMLA libre après l'incubation visant à favoriser 

l'interaction des protéines, les échantillons contenaient DnaK en excès important. La 

figure 3.5 a permis de déterminer la concentration de DnaK saturante par rapport à celle 
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de RCMLA et les mêmes quantités de protéines ont été reproduites pour la présente 

expérience. Ainsi, pour aussi peu que 8,4J.lg de RCMLA en solution, 1,24mg de DnaK 

étaient utilisés pour saturer le complexe et, après de nombreuses pertes protéiques dues à 

plusieurs manipulations, une quantité inftme de RCMLA est présente sur le gel, c'est 

pourquoi la coloration à l'argent a été utilisée. Un si grand écart de quantités des 

protéines oblige aussi l'utilisation d'un grand volume d'échantillon pour que la 

chaperonne ne soit pas trop concentrée et ainsi éviter qu'elle s'agrège avec elle-même. 

L'échantillon était donc d'un volume de 1,5ml et la précipitation au TCA fut utilisée 

pour réduire le volume de l'échantillon à mettre sur le gel. Le puits 4 du gel est celui 

contenant les fragments de RCMLA qui ont été liés à DnaK. De nombreuses bandes 

sont aperçues dans la région de 0,5 à 3 kDa mais il est malheureusement impossible de 

discerner les tailles des fragments pour ainsi déduire l'identité de ces fragments. On a 

dû recourir à la spectroscopie de masse pour enfIn procéder à la reconnaissance des 

fragments renfermant les sites de liaison de DnaK. 

3.5.3 Identification des fragments de RCMLA contenant les sites de liaison 
de DnaK par spectroscopie de masse. 

Les bandes du puits 4 du gel de la ftgure 3.14 ont été analysées par spectroscopie 

de masse, en plus d'une expérience contrôle réalisée de la même façon (protéolyse, 

ftltration, dissociation, ftltration, précipitation) que l'échantillon mais avec RCMLA 

seulement, sans DnaK (puits 2). De cette façon, on dissocie les fragments de RCMLA 

qui ne sont pas retrouvés dans l'échantillon du complexe pour cause de liaison à DnaK 

de ceux qui sont absents des résultats parce que l'appareil ne les a pas détectés. Les 

limitations de l'appareil comprennent entre autres la taille des polypeptides insérés et le 

pH de l'échantillon. Les fragments de moins de 500 Da sont invisibles et la situation est 

semblable lorsque la composition en acides aminés induit des charges globales 

contraires à celles provoquées par l'ionisation. 

La ftgure 3.15 montre la séquence de la lactalbumine avec les fragments 

enregistrés par le spectromètre de masse indiqués par des flèches. Une analyse 

sommaire de l 'hydrophobicité des acides aminés composant les différents fragments 
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Figure 3.15 : Identification par spectroscopie de masse des fragments de RCMLA 
contenant un site d'union à DnaK. En haut, graphique de l'hydrophobicité de la 
séquence de RCMLA par l'échelle de Cowan pH = 7,5 (HPLC, base de données 
ProtScale du serveur ExPASy (Expert Protein Analysis System) proteomics). Les 
fragments retrouvés dans l'échantillon correspondant au puits 4 sur la figure 3.14 
sont en bleu et ceux de la protéolyse de RCMLA sans DnaK. en jaune. En bas, la 
séquence de la lactalbumine est présentée avec les fragments répertoriés par 
spectroscopie de masse, selon le même code de couleur. 
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obtenus de la protéolyse y est également présentée. Les deux segments de RCMLA qui 

ont été unis à DnaK possèdent également les acides aminés les plus hydrophobes de la 

protéine. La séquence-cible des substrats de DnaK a déjà été étudiée sur de courts 

peptides aux propriétés physiques différentes. Tel que décrit aux sections 1.4.2 et 1.4.3, 

la chaperonne a présenté une préférence pour les peptides ayant un site hautement 

hydrophobe, composé de 3 à 5 acides aminés volumineux, et flanqués des deux côtés par 

un ou des acides aminés hydrophiles ou chargés positivement. La RCMLA possède 

quelques sites correspondant à cette description. Le segment des acides aminés 14 à 58 

est particulièrement grand et pourrait bien être porteur de deux molécules de DnaK. 

Deux sites hydrophobes y sont présents. Le fragment des acides aminés 95 à 108 est 

aussi hydrophobe et les plus volumineux, YWL, sont entourés de deux acides aminés 

hydrophiles. Les résultats de titrage calorimétrique isotherme ayant chiffré à quatre le 

nombre de sites de liaison de DnaK sur la RCMLA, on pourrait être tenté de rechercher 

un quatrième site hydrophobe dans la séquence de RCMLA. Bien que ce ne soit que de 

la spéculation, le site manquant pourrait bien être compris dans la section des acides 

aminés 59 à 79, invisible à la spectroscopie de masse et détenteur d'un emplacement 

légèrement hydrophobe, selon l'échelle de Cowan. Les sites les plus probables ont été 

déterminés en se basant sur les propriétés physiques des acides aminés et par 

1 'hydrophobicité mise en valeur par le graphique. 

On convient du fait que les résultats obtenus dans cette section ont une valeur 

semi-quantitative. L'interaction entre RCMLA et DnaK est dynamique, et certains sites 

de liaisons sont vraisemblablement plus privilégiés que d'autres. Une liaison de DnaK 

incomplète ou une situation où seulement certains sites sont occupés pourrait expliquer 

plusieurs résultats, tels que la présence de deux complexes de taille différente sur les 

gels avec agents pontants et les gels natifs (section 3.3). Même si la liaison est gérée par 

l'enthalpie, l'entropie y joue un rôle important (section 3.4), particulièrement dans les 

conditions de stress physiologique. 

Une si grande sensibilité aux conditions du milieu (section 3.1), caractéristique 

d'interactions où l'hydrophobicité joue un grand rôle, peut aussi influer pour former 

différents complexes, composés de différents ratios protéiques. La piste venant de 
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l'observation d'un complexe entre DnaK et RCMLA favorisé par un ratio RCMLA: 

DnaK plus élevé (section 3.3) est prometteuse. Finalement, le nombre de sites de liaison 

de DnaK sur RCMLA nettement supérieur à un (section 3.4) et l'identification de 

plusieurs sites de liaisons probables par spectroscopie de masse (section 3.5) achèvent de 

prouver la validité de l'hypothèse de «holdase ». 
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CHAPITRE4 : 

INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

4.1 Interprétation de la caractérisation du complexe et de sa stabilité 

Dans la section 3.1 étaient présentés les résultats prouvant l'existence du 

complexe et les conditions optimales de sa formation. On y a d'abord remarqué que la 

température optimale pour la création d'un complexe entre la RCMLA et DnaK était de 

37°C. On pourrait s'étonner de la présence maximale du complexe à une température 

physiologique, mais ce résultat n'est pas en contradiction avec le principe fonctionnel 

des protéines de choc thermique. Rappelons tout d'abord que la majorité des Hsps sont 

présentes à la fois de façon constitutive et lors de chocs thermiques, comme c'est le cas 

de DnaK, dont la quantité cellulaire passe de 1 à 3% des protéines totales lorsque la 

température augmente. Aussi, certaines de ses fonctions se produisent plus 

spécifiquement lors d'un stress cellulaire alors que d'autres sont accomplies quelle que 

soit la température (91, 92). Le complexe qui se forme entre la RCMLA et DnaK est, 

selon le mode d'action proposé, multifonctionnel en lui-même. Par conséquent, il est 

justifiable que l'interaction entre les deux protéines doive se produire à la fois dans des 

conditions cellulaires physiologiques et lors de stress. 

Dans cette même section a été enregistrée la caractérisation du complexe par les 

nucléotides. Cette expérience a permis de vérifier le temps d'incubation des deux 

protéines en présence d'ADP nécessaire à la saturation du complexe et de prouver la 

spécificité de la liaison entre DnaK et la RCMLA. Le complexe obtenu de cette façon 

intrigue par sa lenteur à se former en présence d'ADP. Une liaison qui tarde autant à se 

former a-t-elle des chances de se produire réellement dans une cellule dans laquelle la 

concentration d'ATP est beaucoup plus élevée que celle d'ADP? Nous croyons que ce 

complexe est présent in vivo parce que les conditions cinétiques y sont considérablement 

différentes. D'abord, la présence des deux co-chaperonnes modifie grandement 

l'affinité de DnaK pour le substrat. Si chacune d'elles augmente l'une 
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et l'autre de plusieurs milliers de fois la vitesse d'échange de nucléotide, leur liaison à 

DnaK varie selon la température (93, 94). Ainsi, suivant la nouvelle théorie selon 

laquelle l'échangeur de nucléotides GrpE serait aussi le senseur thermique du système 

de DnaK, une température élevée favoriserait fortement la forme avec ATP de DnaK. 

Une quantité d'autres variables dans la cellule ont une influence sur la cinétique 

d'association et de dissociation des nucléotides ainsi que sur l'interaction avec le 

substrat. Par conséquent, l'information cinétique contenue dans cette expérience ne peut 

pas être transposée in vivo. Elle permet tout de même de constater l'importance d'un 

temps d'incubation de la RCMLA et de DnaK en présence d'ADP nécessaire à 

l'équilibre et montre la spécificité de la liaison chaperonne-substrat, dépendante des 

nucléotides. 

La stabilité du complexe formé et sa dynamique de dissociation ont ensuite été 

étudiées (section 3.2). Les figures 3.5 et 3.6 ont mené à l'obtention de la constante de 

dissociation par des mesures d'anisotropie de fluorescence. La valeur du ~ enregistrée 

et confirmée par la suite par les mesures calorimétriques est de l'ordre de IflM. 

L'information la plus importante que procure la constante de dissociation se situe au 

niveau de sa comparaison avec le ~ obtenu avec le même substrat pour la famille des 

chaperonines. 

La constante de dissociation du complexe de GroEL et RCMLA est de l'ordre de 

InM (95), soit 1000 fois plus petite que celle de DnaK avec la RCMLA. On s'imagine 

aisément que si les deux chaperonnes se retrouvent en présence du substrat, l'équilibre 

sera déplacé pour favoriser l'insertion de la RCMLA à l'intérieur de GroEL. Cette 

observation est complètement compatible avec l'hypothèse de «holdase » qu'on souhaite 

prouver. En effet, dans cette théorie, il est implicite que l'existence du complexe DnaK­

RCMLA doive être temporaire, puisque l'une des fonctions de DnaK est de transférer le 

substrat. Elle doit donc céder volontiers la RCMLA à une autre famille de chaperonnes, 

ce qui est vraisemblablement le cas avec GroEL. Une certaine stabilité temporelle 

(prouvée par l'expérience de la figure 3.4) est tout de même nécessaire au 
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complexe pour certaines fonctions. Le complexe peut se maintenir pour le temps 

nécessaire à la traduction et DnaK réussit alors à protéger le substrat. De la même 

façon, diriger le substrat jusqu'à l'organelle appropriée requiert également un complexe 

relativement stable. 

La stabilité du complexe est donc tout à fait compatible avec la théorie de 

« holdase ». Une association assez forte est observée mais la dissociation survient en 

présence d'une chaperonne pouvant accueillir le substrat. 

4.2 Complexes à différents ratios protéiques initiaux 

Cette section comparera les résultats des figures 3.7, 3.8 et 3.9 et examinera des 

aspects particuliers des expériences. Les trois figures représentent des séparations selon 

la taille du complexe et de ses constituants en vérifiant l'effet de proportions initiales 

variées de chacun. À prime abord, il pourrait sembler étonnant qu'on n'ait pas cherché à 

déduire le nombre de molécules de DnaK liées à la RCMLA par la masse du complexe 

apparaissant sur ces figures. Cependant, les supports utilisés pour séparer les protéines 

(gels de polyacrylamide et résine formée de billes de silicium) ne font pas la distinction 

entre la masse et la forme. La séparation est basée sur le principe que les constituants 

ont des formes globulaires semblables les unes aux autres, comme le sont les marqueurs 

de poids moléculaires. Le cas du complexe de la RCMLA et de DnaK est distinct: la 

lactalbumine est, lorsque liée à DnaK, sous forme linéaire. Le modèle prédit une forme 

de complexe s'avoisinant davantage à une corde nouée à plusieurs endroits qu'à une 

balle de laine compacte. Le complexe ainsi formé réussit vraisemblablement à se 

faufiler autour des billes de silicium ou au travers des pores du gel de polyacrylamide 

plus facilement que le ferait une molécule de même poids moléculaire mais plus 

compacte. Le poids moléculaire apparent du complexe doit donc être plus faible que sa 

valeur réelle. 

Cette forme pourrait bien être celle du complexe mais plus difficilement celle de 

la RCMLA libre. Dans ce cas, il est peu probable que la RCMLA adopte une forme 
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complètement linéaire, ce serait la liaison des molécules d~ DnaK qui lui donnerait cette 

conformation. Une telle approche adoptée par la chaperonne serait à l'origine d'un type 

de coopérativité dans la liaison des molécules de DnaK à celle de RCMLA. Les sites de 

liaisons seraient alors de plus en plus exposés quand d'autres sites sont occupés par 

DnaK. En se référant à la figure 3.8, en surplus au complexe visible entre 67 et 140kDa, 

on remarque une bande de poids moléculaire plus élevé fluorescente au 

transilluminateur. Cette seconde bande pourrait correspondre à un second complexe 

composé d'un plus grand nombre de molécules de DnaK par RCMLA. La présence 

possible de deux complexes pourrait être reliée au concept de coopérativité, le premier 

assemblage permettant la formation du deuxième. 

Les éléments relevés dans la présente section sont spéculatifs, d'autres 

expériences devront être réalisées pour prouver leur validité. Ce que la section 

correspondante des résultats a pu prouver est que l'association des deux protéines mène 

à un complexe dont l'abondance est plus grande lorsque le ratio RCMLAIDnaK baisse. 

4.3 Les données thermodynamiques et leur signification 

Les valeurs thermodynamiques de la liaison entre la RCMLA et DnaK ont été 

déterminées par titrage calorimétrique isotherme. Rappelons que les résultats présentés 

aux figures 3.10 et 3.11 sont obtenus en soustrayant le titrage de l'injection de la 

RCMLA en absence de DnaK mais dans les mêmes conditions, le titrage est donc celui 

de la liaison et les valeurs thermodynamiques sont spécifiques à l'interaction entre les 

protéines. Ces résultats sont groupés au tableau 4.1. 

S'il Y a apparemment plus de chaperonnes se liant à la RCMLA lorsque la 

température est plus élevée, la dissociation est aussi plus fréquente. Comme DnaK a une 

tendance à se regrouper en dimères in vitro à température plus élevée (96, 97), il est 

possible que le n mesuré à 42°C ne reflète pas adéquatement le nombre de chaperonnes 

liées à la RCMLA. Les points saillants de l'influence de la variation de température sur 

le système incluent la dissociation plus élevée, une hausse marquée de la contribution 
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Tableau 0.1 : Résumé des données thermodynamiques 

Anisotropie (37°C) ITC (37°C) ITC (42°C) 

n 4,50 ± 0,23 6,02 ± 0,53 

KcJ (IlM) 0,75 ± 0,24 1,08 ± 0,26 1,70 ± 0,30 

MI (kcal/mol) -14,53 ± 0,11 -31,95 ± 0,39 

AS (cal/mol K) -19,4 -75,0 

AG (kcal/mol) -8,51 -8,31 

entropique à la liaison lors d'un choc thermique et une différence modérée du 

changement enthalpique de l'association des protéines. 

Il est bien connu que le mode d'action des chaperonnes moléculaires implique 

des interactions de type hydrophobe entre la chaperonne et son substrat protéique (5). 

Ainsi, on pourrait s'étonner des résultats obtenus par le calorimètre au niveau de 

l'enthalpie et de l'entropie. Cependant, la présence d'interactions hydrophobes 

d'origine entropique ne signifie pas que l'enthalpie ne contribue pas fortement à 

l'association des protéines entre elles. De plus, l'entropie défavorable pour le substrat 

(RCMLA) peut être au contraire très favorable à l'enzyme (DnaK), en raison de son 

hydrophobicité. Rappelons brièvement 1 'hypothèse de travail explicitée dans 

l'introduction. DnaK accomplirait sa fonction de chaperonne en se liant à plusieurs sur 

un même substrat. La théorie de « holdase }) stipule que le ligand est par son action privé 

de sa structure tertiaire et parfois même de sa structure secondaire. La protéine-substrat 

repliée sur elle-même est forcée au dépliement par la chaperonne, pour des interactions 

avec la chaperonne qui ne sont pas nécessairement plus propices énergétiquement pour 

elle que les interactions que le substrat faisait sur lui-même. Malheureusement, le titrage 

calorimétrique isotherme ne permet pas de diviser les processus de dépliement de la 

RCMLA et de liaison à la chaperonne puisque c'est l'enzyme qui provoque le processus 

de dépliement. 
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4.4 L'identification des sites de liaison 

La méthode utilisée pour identifier les sites sur la séquence de la RCMLA n'est 

sans doute pas la plus efficace. Elle permet de définir les régions abritant au moins un 

site de liaison mais ne permet pas d'en déduire la quantité ni d'identifier la totalité des 

sites puisque certains segments ne sont pas révélés par la spectroscopie de masse. Les 

prochaines études traitant du sujet devraient considérer l'amélioration de la technique 

par la répétition de l'expérience avec plus d'une protéase ou en variant les contraintes du 

spectromètre de masse. Une autre façon de réaliser l'expérience serait le retrait d'une 

partie du contenu de l'échantillon avant dissociation du complexe pour l'observer sur un 

gel natif, permettant ainsi de vérifier si plus d'une molécule de DnaK sont présentes sur 

un segment. 

L'avantage de la méthode est que la spécificité des sites de liaison trouvés est 

prouvée pendant l'expérience puisque le complexe est dissocié en utilisant de l'ATP, les 

molécules de DnaK soustraites de la solution étaient donc liées à la RCMLA par le SBD. 

Quatre sites présentant les caractéristiques décrites à la section 1.4.3 ont été repérés sur 

la séquence de la RCMLA. Dans cette même section, on avait reporté qu'une séquence 

contenant la majorité des particularités de cette séquence-cible étaient retrouvés 

statistiquement tous les 36 acides aminés alors que celles présentant toutes les 

caractéristiques existaient à chaque 84 résidus. Sur la séquence de 123 acides aminés de 

la lactalbumine, la liaison de quatre molécules de DnaK souligne qu'il y a un site pour 

31 résidus, ce qui en fait un modèle adéquat pour la représentation d'une variété de 

protéines. Comme DnaK a une affinité différente pour chacun des sites dépendant de la 

séquence de la cible, il est normal que certains sites ne présentent pas toutes les 

caractéristiques recherchées. Il est tout de même concevable, en se basant sur l'affinité 

pour DnaK, même réduite, d'une grande variété de peptides (figure 1.9), que les quatre 

régions de RCMLA prises en charge par DnaK soient les cibles recherchées. 

4.5 Perspectives de recherche 

Les expériences relatées dans ce document ont permis de mettre en évidence que 

plusieurs molécules de DnaK se lient à une seule de RCMLA, et que cette liaison est 
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assez faible pour réaliser le transfert de la RCMLA vers le système de GroEL. Ces 

preuves expérimentales tendent vers une même conclusion: DnaK peut agir selon un 

mécanisme d'action de type «holdase » sur la RCMLA. Afin de compléter la preuve de 

l'existence d'un tel mode d'action et pour déterminer plus précisément les cas où un tel 

système serait utilisé par la cellule, il serait nécessaire de répéter les manipulations avec 

d'autres substrats. Comme précisé dans l'introduction, la difficulté du choix des 

substrats vient de la nécessité de travailler avec un polypeptide dénaturé. D'abord, 

d'autres substrats pourraient sûrement être réduits et carboxyméthylés pour imiter le 

polypeptide en élongation, même s'ils ne sont pas aussi disponibles et caractérisés que la 

RCMLA. Il n'est tout de même pas dénudé d'intérêt de réaliser l'expérience sur un 

polypeptide qui ne possèderait pas la conformation allongée mais tout de même une 

structure peu compacte. 

Par exemple, la malate déshydrogénase, une petite protéine reconnue comme un 

substrat par DnaK, pourrait être une bonne candidate. Par rapport à la lactalbumine, elle 

présente l'avantage de permettre de vérifier si elle retrouve son état natif par des 

mesures d'activité enzymatique. 

Cet élément n'est pas négligeable puisqu'il se pourrait que le mode d'action de 

« holdase » ait une fonction supplémentaire à celles de protection du polypeptide et de 

direction vers d'autres chaperonnes et organelles, telles que décrites à la section 1.5.2. 

En effet, plusieurs pensent que le mécanisme pourrait être un mode de repliement en soi, 

n'utilisant ni ATP ni cofacteurs (98, 99). Si DnaK n'effectuait alors aucun mouvement 

sur le polypeptide, elle ralentirait tout de même son repliement en se retirant 

progressivement du substrat. Les sites ayant moins d'affinité pour la chaperonne 

seraient alors libre d'interagir en premier, avant que les sites à haute affinité soient 

libérés. Cette théorie expliquerait que certains substrats puissent être repliés sous 

l'action de DnaK agissant seule, sans ses cofacteurs. Encore une fois, il faut préciser 

que chaque substrat est différent et que les voies utilisées par les chaperonnes ne sont 

pas toutes les mêmes, certains polypeptides seront repliés d'une façon alors que d'autres 

le seront différemment. 
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À un moment de la réalisation de ce travail, une branche secondaire de recherche 

qu'il vaut la peine de souligner a été envisagée. Il s'agissait d'étudier le transfert de 

substrat de ClpB à DnaK, puis à GroEL en exploitant la fluorescence de la fluorescéine 

attachée de côté N-terminal de la RCMLA. On prévoyait former le complexe entre 

ClpB et la RCMLA et l'isoler pour ensuite y ajouter DnaK. Par la suite, si effectivement 

le substrat était transféré, on aurait répété les manipulations en y incorporant GroEL. La 

fluorescence aurait été utilisée pour repérer les complexes facilement. Si l'idée de projet 

a été abandonnée à ce point pour des raisons techniques, sa réalisation serait d'un grand 

intérêt à la fois pour renforcer la preuve du transfert de substrat entre les chaperonnes et 

pour soutenir l'importance de la théorie de « holdase ». 

À ces quelques expériences pourrait être ajoutée une liste exhaustive d'idées de 

recherche aussi variées qu'intéressantes. Très peu de publications sont disponibles sur 

la caractérisation structurale des substrats pris en charge par les chaperonnes 

moléculaires. Que ce soit au niveau de l'étude des modes d'action des chaperonnes ou 

plutôt dans le but d'évaluer les interactions entre elles, les perspectives d'études sont 

nombreuses. 
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