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Résumé

Nous étudions les mécanismes de repliement des protéines vers leurs structures

natives dans le but éventuel de développer des outils de prédiction de structures.

Le modèle proposé accorde une grande importance aux structures résiduelles

persistantes dans l’état dénaturé des protéines ainsi qu’à la capacité que

possèdent ces structures à initier le repliement et à guider les événements

subséquents qui mènent à la structure native. Un intérêt particulier est porté

aux tours bêta et aux renversements de la chaîne polypeptidique à 1800. Afin

d’éprouver le modèle, nous insérons un court peptide ultra-stable de 12 acides

aminés qui adopte une conformation en bêta-hairpin, le trpzip2 [Cochran A.G.,

Skelton N.J. et Starovasnik M.A. (2001), Proc. Nat. Acad. Sci. USA 98, 557$-

5583], au sommet des tours bêta chez l’ubiquitine de levure. Ceci permet de

stabiliser le renversement à 180° de la chaîne polypeptidique dans ces sous-

régions et de simuler la présence de tours bêta pré-formés dans l’état dénaturé.

Les protéines résultantes ont été purifiées et leur repliement analysé par des

expériences cinétiques à l’aide d’un appareil de stopped-flow avec suivi par

fluorescence des tryptophanes. Nous observons que l’insertion du trpzip2 au

sommet du tour bêta du bêta-hairpin N-terminal de l’ubiquitine produit une

nette augmentation de la stabilité de la protéine et de sa vitesse de repliement,

de même qu’une diminution de sa vitesse de dépliement. Nous en concluons que

la formation de ce tour est une étape essentielle au repliement rapide et efficace

de l’ubiquitine vers sa structure native.

Mots-clé: structure native, fluorescence, tryptophane, tour bêta, bêta-hairpin,

stopped-flow, dichroïsme circulaire, Itis-tag, tiyptophan zipper
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Abstract

We study the mechanisms by which proteins fold to achieve their native

structures, which eventuaiiy should lead to the design of a structural prediction

tool. The model we propose emphasizes the importance of persisting residual

structures found in the denatured state of proteins and the capacity of these

structures to initiate the foiding process and to guide subsequent events toward

reaching the native state. Particular attention is given to beta-turns and 1800

polypeptide chain reversai, b test this model, we insert a short, hyper-stable,

12-residues peptide which adopts a beta-hairpin structure, the trpzip2 tCochran

A.G., Skelton N.J. et Starovasnik M.A. (2001), Proc. Nat. Acad. Sci. USA 98,

5578-5583], at the top ofthe beta-turns found in yeast ubiquitin. This ailows for

stabilisation of the 1800 reversai conformation of the polypeptide chain and for

the simulation of a preformed turn in the denatured state. The resulting

proteins have been purified and their folding characteristics analysed by kinetic

stopped-flow experiments using tryptophan fluorescence as probes. The

insertion of trpzip2 at the top of the N-terminai beta-hairpin of ubiquitin resuits

in a ciear increase in protein stabiiity and folding rate, as weii as a decrease of

its unfoiding speed. We conciude that the formation of this turn is an essentiai

step for ubiquitin to fold quickiy and efficientiy toward its native structure.

Key-words : native structure, fluorescence, tryptophan, beta-turn, beta

hairpin, stopped-flow, circular dichroïsm, his-tag, tryptophan

zipper
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Avant-propos

Certains collègues m’ont déjà confié qu’ils jugeaient les sciences fondamentales

inutiles et d’un ennui mortel. Il m’a été dit qu’il ne s’agissait en fait que d’un

phénomène parfois connu sous l’expression à consonance péjorative «pelletage de

nuage ». En se remémorant ces paroles, l’idéaliste curieux et inquisiteur que je suis

est peiné, peiné par cette fermeture d’esprit et cette vision à si étroite et à court terme

qu’ont ces gens de la science. J’ai certes choisi une science qui se veut

essentiellement appliquée, la biochimie et/ou la biologie moléculaire. Dans ce

domaine, il est généralement commun d’étudier un phénomène en particulier,

étroitement ciblé et bien défini, souvent dans le but éventuel de développer une

thérapie, une technique ou une application qu’il soit un jour possible de breveter et

de vendre. Mais, voguant à contre-courant, j ‘ai été appelé à étudier un aspect qui se

veut davantage fondamental, un aspect qui ne débouchera sur aucun médicament,

aucune thérapie, aucun brevet ni profit.

À partir du moment où le scientifique perd son émerveillement et sa curiosité devant

le monde qui l’entoure et qu’il étudie, il perd également sa raison d’être. Ces études

fondamentales, que certains jugent inutiles par leur nature, produisent du savoir et de

la compréhension. Elles permettent à la science de progresser, d’accumuler des

connaissances qui s’ajoutent au patrimoine commun de l’humanité, disponible pour

tous et chacun afin d’étayer leurs réflexions, argumentations et décisions. Elles

approfondissent notre perception et compréhension du monde qui nous entoure.

Elles dévoilent toujours davantage à notre regard des parcelles de la Réalité, tout en

nous empêchant de la saisir complètement et en la maintenant inaccessible, nous

laissant douter perpétuellement. L’arrêt de la recherche fondamentale signifierait la

fin de l’évolution de notre pensée, la fin de notre adaptation au changement — bref, la

fin du progrès. Et pour ces raisons, gare à ceux qui oseront douter de sa valeur et de

sa juste contribution aux bien-êtres respectifs de la science et de la société en général.
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L’étude des mécanismes de repliement de protéine représente un défi intellectuel

formidable, un casse-tête sans fin pour l’esprit des scientifiques, et ce depuis que le

phénomène a été décrit aux tout premiers balbutiements de la biologie moléculaire et

structurale. La compréhension de ces mécanisme nous permettrait un tel pouvoir

prédictif de la structure et de la fonction des protéines qu’elle provoquerait sans

doute une explosion du savoir, un changement dans notre conception du

fonctionnement de la cellule et de l’organisme. Cela mènerait probablement à un

changement de paradigme. Cette perspective, et le fait de contribuer à résoudre

l’énigme, rendent ces études de repliement fascinantes. Tantôt terrifiantes par leur

besoin d’avoir à traiter et à intégrer une montagne de détails et de phénomènes, par la

désespérante irrégularité ou imprévisibilité des résultats qu’elles engendrent, ou

encore par leur abstraction intrinsèque, les études de repliement sont à la fois

tellement fascinantes par l’approche concertée et intégratrice d’éléments de plusieurs

disciplines comme la chimie, la physique, et l’informatique qu’elles nécessitent, ainsi

que par l’espoir qu’elles suscitent et les réflexions à haute teneur philosophique

qu’ elles entraînent.

Je suis heureux de pouvoir affirmer que cette étude, complétée dans le cadre de ma

maîtrise en biologie moléculaire, a produit du savoir et des connaissances et qu’elle a

contribué, si peu soit-il, à ce patrimoine commun de l’humanité. Elle introduit

également foule de doutes et d’incertitudes. Elle suscite peut-être même davantage

de questions que de réponses. Mais n’est-ce pas formidable? N’est-ce pas un signe

de succès? Si vous êtes perplexes suite à la lecture de cet ouvrage, sachez qu’après

son écriture, je le suis probablement encore davantage. Auparavant, j ‘aurais perçu

cette confusion, ces questions, ces incertitudes comme autant d’échecs à atteindre le

but. À présent, je les vois comme une multitude de buts supplémentaires à atteindre.

Et cela, c’est merveilleux à imaginer.

Il a également été dit, par un étudiant en philosophie «Pelleter des nuages, c’est

parfois ce qui nous permet d’apercevoir le soleil. » Vous tenez mon soleil entre vos

mains.



1 — Contexte et historique



1.1 Origine de la biologie structurale

La biologie structurale est une discipline relativement jeune qui a émergé d’un

mariage entre de multiples domaines, notamment la biologie, la chimie bio-organique

et la physique. Elle a principalement pour but d’étudier la structure des

macromolécules qui composent les systèmes biologiques afin de mieux comprendre

leur fonctionnement. L’avènement des techniques de cristallographie et de

diffraction de rayons X dans les années 1930 a mené aux travaux de pionniers tels

ceux de Max Perutz sur la structure de l’hémoglobine [1-3], de Linus Pauling sur les

structures en hélice [41 ainsi que ceux de que Watson et Crick sur la structure de

l’ADN [5].

Contrairement à la structure de l’ADN, il a été constaté avec déception que la

structure des protéines était presque totalement dépourvue de cette régularité et

simplicité qui caractérise la double hélice. Ainsi, il existe une considérable diversité

de structures distinctes qui soient connues, et ce nombre augmente de jour en jour

[6]. La connaissance de la structure atomique détaillée des protéines représente une

manne d’informations pour les biologistes, car ceci permet de mieux comprendre les

fonctions et les mécanismes d’action de chaque protéine. En fait, la structure

tridimensionnelle des protéines est ce qui permet de donner un sens aux informations

génétiques. Par celle-ci, il est possible de comprendre beaucoup plus efficacement

des phénomènes tel le mécanisme de catalyse enzymatique, la liaison de ligands aux

récepteurs, les changements de conformation, ainsi que l’arrimage (docking’) des

protéines de signalisation. Il devient alors possible de mieux comprendre les

phénotypes et les pathologies qui affectent les systèmes biologiques, non plus

simplement aux niveaux tissulaires et cellulaires, mais également au niveau

moléculaire, et en retour de pouvoir concevoir des thérapies, des drogues, des

médicaments beaucoup plus efficaces et au mécanisme d’action beaucoup plus ciblés

[7].

Plusieurs termes scientifiques et techniques sont une traduction littérale du terme original anglais
celui-ci sera initialement indiqué dans le texte en italique entre parenthèses
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1.2 Pourquoi étudier le repliement?

Lorsque synthétisée sur le ribosome, la chaîne polypeptidique ne comporte

initialement pas de structure tridimensionnelle compacte. Par contre, cette chaîne

polypeptidique passera rapidement d’un état dit dénaturé, c’est-à-dire chaotique,

instable, à haute entropie, hétérogène et dépourvu de structures clairement définies, à

un état dit natif, ordonné, stable, à faible entropie, compact et structuré, par lequel

elles sont capables d’exercer une ou plusieurs fonctions biologiques précises. Il

s’agit d’un remarquable exemple d’auto-organisation, de création spontanée d’ordre

à partir du chaos, un phénomène caractéristique des systèmes biologiques.

Aujourd’hui, suite à l’achèvement de plusieurs projets de méga-séquençage de

génomes complets, la biologie se trouve confrontée à une montagne d’informations

génétiques qui codent pour des protéines dont les structures et les fonctions sont

inconnues, ce qui empêche les biologistes d’obtenir une vision globale du

fonctionnement d’une cellule vivante, et encore moins celui d’un organisme entier.

Outre leur complexité et leur caractère onéreux, les projets de biologie structurale à

grande échelle seront inévitablement limités par plusieurs difficultés techniques, par

exemple l’étude des protéines trans-membranaires, de protéines marginalement

solubles en absence de partenaire de liaison ou de substrats, ou encore de protéines

retrouvées dans de très grosses et complexes structures. De plus, de tels projets, s’ils

s’annoncent capables de fournir une grande quantité d’informations, devront par leur

nature superficielle omettre une grande quantité de détails structuraux qui

s’avéreraient très utiles pour les biologistes, notamment l’effet de la liaison de

ligands ou de substrats, ou encore l’effet des conditions de salinité, de pH ou de

température sur la structure fine des protéines. Le perfectionnement graduel des

techniques d’analyse a permis de déterminer expérimentalement un nombre

important de ces structures, à des résolutions grandissantes. Par contre, malgré ces

progrès, la détermination de structure ne demeure essentiellement qu’empirique,

fonctionnant selon un principe de cas par cas. La biologie structurale s’est

graduellement tournée vers les simulations informatiques afin de comprendre et
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éventuellement de prédire la structure des produits des génomes, afin de

complémenter les méthodes à grande échelle d’analyse de structures [8]. Malgré

tous les progrès ayant pu être réalisés au cours des dernières années, il est toujours

difficile de prédire efficacement, même grossièrement, la structure tertiaire d’une

protéine à partir de sa simple séquence en acides aminés, bien qu’il soit reconnu que

la séquence à elle-seule soit suffisante pour dicter le mécanisme de repliement qui

mènera à la structure native [9].

Plusieurs outils de prédiction de structure s’appuient sur des méthodes de prédiction

de novo, ou ab initio, qui modélisent les conformations de chaque résidu de la

protéine et calculent l’énergie de la structure qui en résulte par des fonctions de

potentiel ; la forme native de la protéine correspond à la conformation possédant une

énergie minimale [10-1 1]. L’utilisation de tels outils a déjà mené à certains succès

pour prédire grossièrement la structure de plusieurs protéines [12-15]. Il est toutefois

devenu évident que la mise au point d’algorithmes prédictifs de structure ne pouvait

passer par une recherche aléatoire de toutes les conformations théoriquement

accessibles. La modélisation intégrale aléatoire de tous les atomes d’une protéine

mènerait en effet à un nombre astronomiquement élevé de conformations à traiter, et

serait impensable pour la puissance de calcul disponible. Il convient alors

d’accélérer la recherche pour que le résultat parvienne dans des délais raisonnables

en simplifiant le modèle. Par contre, une simplification du modèle n’amènera pas

forcément à une représentation exacte de la réalité ; en fait, lorsque les modèles

simples sont incorrectement formulés, il est certain qu’ils déboucheront sur des

résultats erronés [16].

Alternativement, s’il était possible de reproduire fidèlement, dans les expériences de

modélisation, les phénomènes physiques qui guident d’eux-mêmes le repliement

d’une protéine, aucune simplification du modèle ne serait alors nécessaire pour

accélérer la recherche. Aucun biais artificiel dans la recherche ne serait requis pour

orienter la recherche. La protéine, obéissant simplement aux lois de la physique,

trouverait d’elle-même sa conformation native sous l’effet des paramètres et
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contraintes qui guident sa modélisation. Par contre, une telle approche requiert une

connaissance étendue du mécanisme de repliement lui-même et des phénomènes qui

en sont à la source. Il convient alors de se poser la question : quels sont ces

phénomènes physiques qui guident le repliement et qui pourraient servir de base pour

les outils de modélisation et de prédiction de structure?

Étudier le repliement des protéines n’est donc pas simplement qu’un défi intellectuel

très intéressant à relever; il s’agit également de produire des connaissances qui,

éventuellement, s’avéreront cruciales pour l’analyse structurale et fonctionnelle des

produits des génomes.

1.3 L’hypothèse thermodynamique et les mécanismes de repliement

Les expériences de Christian Anfinsen [9] ont démontré que le repliement d’une

protéine n’est guidé que par les forces thermodynamiques (enthalpie et entropie), et

se trouve donc à être un processus réversible. La forme native et la forme dénaturée

de la protéine existent en équilibre, la forme native étant généralement fortement

favorisée par les conditions régnant dans les systèmes biologiques. La structure

native est donc la conformation qu’adopte spontanément la chaîne polypeptidique

pour minimiser son énergie. Cette volonté thermodynamique à se replier est un

phénomène principalement dicté par la tendance des acides aminés hydrophobes de

la chaîne polypeptidique à s’enfouir à l’intérieur de la structure afin de se masquer du

solvant [17]. Par contre, replier la chaîne implique une grande perte d’entropie

conformationnelle chez la chaîne polypeptidique, laquelle est compensée par

l’énergie gagnée par les contacts hydrophobes et par l’exclusion de l’eau du centre de

la protéine.

Ce repliement implique également que plusieurs liens peptidiques fortement

polarisés seront enfouis à l’intérieur de la structure plutôt que de former des ponts

hydrogènes avec le solvant. Il en résulte donc une nécessité pour la chaîne
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polypeptidique de former des ponts hydrogènes internes entre groupements

carbonyles (CO) et amides (N-H) afin d’éviter de hautes concentrations de charges

partielles à l’intérieur de la protéine repliée. De plus, pour réduire au maximum la

surface hydrophobe exposée au solvant, la chaîne repliée doit s’empaqueter

(packing) de façon serrée et complémentaire, bien que pas nécessairement de façon

spécifique [18]. En conséquence de ces nécessités, de même qu’en raison de

contraintes stériques dictées par les chaînes latérales de chaque type de résidu, les

acides aminés qui composent les chaînes polypeptidiques adoptent un nombre

relativement restreint de conformations dans les structures natives des protéines [19-

20]. C’est pour cette raison que les chaînes polypeptidiques adoptent

majoritairement dans leur structure native des conformations en hélice a ou en amas

de brins f3 qui forment des feuillets ; ces conformations permettent de maximiser les

contacts hydrophobes, de minimiser les surfaces exposées au solvant et de former

facilement des ponts hydrogènes inter-résiduels.

Bien qu’il soit établi que le repliement des protéines soit guidé par les forces

thermodynamiques, celles-ci ne permettent, au premier abord, que de comprendre

pourquoi une protéine adopte sa structure native, et non pas comment elle y parvient.

Les travaux de Cyrus Levinthal ont mené au célèbre paradoxe qui porte son nom: les

protéines ne peuvent atteindre l’état natif par une simple recherche aléatoire dans

l’espace conformationnel de la conformation possédant la plus basse énergie. Elle y

passerait un temps supérieur à l’âge estimé de l’Univers à essayer sans succès de se

replier, en raison du nombre astronomiquement élevé de conformations [21]. Pour

cette raison, il doit exister un chemin bien défini, un mécanisme, une voie de

repliement (folding pathway) que la protéine emprunte de son état dénaturé vers son

état natif. Selon la vision classique du modèle, chaque étape du repliement

éliminerait la possibilité d’accéder à certaines conformations, restreignant ainsi

l’espace conformationnel accessible jusqu’à ce qu’ultimement une seule

conformation ne demeure possible : l’état natif final.
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1.4 Les intermédiaires de repliement

Les chimistes et biologistes structuraux se sont alors demandés comment la nature

s’y prenait pour restreindre sa recherche, sur quels critères les ensembles de

conformations étaient progressivement éliminés de la recherche et l’état natif

finalement atteint. Les études initiales des mécanismes de repliement se sont donc

d’abord concentrées sur les intermédiaires, c’est-à-dire des espèces incomplètement

repliées mais néanmoins considérablement plus ordonnées que l’état dénaturé et

pourvues d’éléments de structure définis. De telles espèces ne sont généralement pas

observées à l’équilibre, car elles sont presque toujours plus instables à la fois que la

forme native et que la forme dénaturée. Par contre, des études cinétiques ont révélé

la présence d’intermédiaires qui s’accumulent de façon transitoire pendant le

repliement de plusieurs protéines. Se pose alors la question : les contacts formés par

les résidus dans ces intermédiaires de repliement sont-ils natifs, ce qui correspondrait

à un intermédiaire de type natif, donc faisant partie de la voie de repliement (on

pathway), ou encore sont-ils non-natifs, auquel cas ils devraient être brisés pour que

la protéine parvienne à se replier, ce qui en ferait des trappes cinétiques (off

pathway) ? En fait, la présence d’intermédiaires de type natif [22] ainsi que

d’intermédiaires de type non-natif [23] ont toutes deux été démontrées.

L’importance d’étudier la structure des intermédiaires a été fortement remise en

question par la découverte en 1991 que certaines protéines se repliaient selon un

mécanisme en deux états, c’est-à-dire sans présence détectable d’intermédiaires

thermodynamiques ou cinétiques [24]. 11 est néanmoins généralement reconnu que

des intermédiaires peuvent avoir un rôle à jouer au cours du repliement de plusieurs

protéines [25], mais leur caractérisation a quelque peu perdu de son importance

relative au cours des années. L’apparition ou la disparition de certains intermédiaires

peut dépendre des conditions expérimentales utilisées (salinité, pH, température) ou

encore de certaines mutations dans la séquence, ce qui a remis en question

l’importance de leur contribution aux mécanismes du repliement et la pertinence de

les étudier.
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1.5 L’état de transition

Suite à la découverte des protéines qui se replient selon un mécanisme en deux états,

les études de repliement se sont concentrées vers la caractérisation de la structure de

l’état de transition entre la forme dénaturée et la forme native. L’état de transition est

une espèce conformationnelle instable possédant l’énergie libre la plus élevée de

toutes les espèces retrouvées dans la voie de repliement. Il s’agit donc d’une barrière

d’activation cinétique que doit franchir la protéine qui se replie. L’état de transition

ne peut donc être observé directement; la méthode d’ingénierie de protéine (prorein

engineering) est généralement utilisée pour déterminer approximativement la

contribution de chaque résidu à sa structure [26-28]. Cette méthode nécessite la

mutation successive des résidus de la protéine, pour mesurer la déstabilisation que

cette mutation inflige à la structure native finale, ainsi qu’à l’état de transition. Le

ratio entre l’énergie de déstabilisation de l’état de transition et celle de déstabilisation

de la structure native représente la valeur Ø (phi-vatue). Si cette valeur s’approche de

1, alors l’état de transition est énergétiquement aussi affecté par la mutation que l’état

natif; ceci implique que ce résidu en question contribue autant à la structure de l’état

de transition qu’à celle de l’état natif; il forme des contacts avec d’autres résidus, et

sa mutation perturbe la structure issue de ces contacts. Si la valeur Ø s’approche de

O, alors l’état de transition n’est que peu affecté par la mutation comparativement à

l’état natif; ce résidu ne contribue donc que peu ou pas du tout à la structure de l’état

de transition comparativement à celle de l’état natif. En analysant quels résidus

démontrent une grande contribution à l’état de transition, on arrive à dégager une

image grossière de celui-ci. Les états de transition ressemblent souvent à un état

natif tordu, peu rigide, faiblement empaqueté.

Il a été proposé que les résidus possédant une valeur p élevée formaient un noyau de

repliement (folding nucleus), c’est-à-dire un ensemble de résidus qui forment des

contacts tôt dans le processus de repliement, avant l’état de transition, se servant des

contacts et éléments de structures déjà formées comme d’un échafaudage pour en

former des nouveaux, selon un processus hautement coopératif mais non
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hiérarchique. Après l’atteinte de l’état de transition, le reste de la protéine se replie

alors rapidement autour de ce noyau et se condense vers la structure native.

L’apparition des éléments de structure secondaire et tertiaire est proposée comme

étant simultanée. Ce modèle, baptisé « nucléation-condensation », requiert la

formation de contacts longue-distance, c’est-à-dire entre résidus éloignés dans la

séquence, afin de stabiliser le noyau, ainsi que sur l’observation d’une seule étape

coopérative au cours du repliement. Il s’agit donc d’un modèle qui propose que le

repliement d’une protéine n’est pas un processus hiérarchique avec formation

successive d’espèces à haute énergie jusqu’à l’atteinte d’un état de transition, mais

plutôt l’atteinte, en une seule étape, d’une seule espèce à haute énergie, l’état de

transition, suivie d’une condensation vers l’état natif [16, 29-3 1].

Se pose toutefois un problème avec le modèle de nucléation-condensation tel que

proposé : le coût entropique pour former des contacts à longue distance est très élevé,

et il est donc contre-intuitif que ceux-ci soient formés avant les contact locaux. Il est

rapidement apparu évident que les contacts locaux entre résidus de la chaîne

polypeptidique étaient cruciaux pour le mécanisme de repliement.

1.6 La topologie et l’importance des contacts locaux.

Les recherches de plusieurs groupes, notamment celui de David Baker, ont

récemment démontré une corrélation inverse entre l’ordre de contact de la protéine et

sa vitesse de repliement. L’ordre de contact est un paramètre utilisé afin de mesurer

la distance moyenne entre résidus qui se font contact dans la structure native de la

protéine. C’est donc dire que plus une protéine possède une topologie native simple

basée sur des contacts locaux faiblement séparés dans la séquence, plus elle se replie

rapidement. Inversement, plus une protéine possède une topologie complexe avec

des contacts longue-distance, plus elle se replie lentemènt [32-371. Ainsi, il a été

établi que c’est la topologie native à atteindre qui détermine le mécanisme qu’adopte

la protéine pour se replier. L’importance des contacts locaux pour favoriser le
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processus de repliement avait déjà été envisagé auparavant. Dans les années 70,

Karpius et Weaver ont élaboré un modèle de repliement des protéines, baptisé

« diffusion-collision » [38]. Dans ce modèle, très hiérarchique, des structures

secondaires locales se forment d’abord (diffusion) et se rencontrent ensuite

(collision) pour former la structure native.

Il est clair que cette vision, et celle du modèle «nucléation-consensation », sont en

apparence contradictoires. Le repliement est-il un processus hiérarchique guidé par

des interactions locales entre résidus, ou un processus non-hiérarchique de type

«tout-ou-rien » basé à la fois sur des contacts locaux et non-locaux? Des tentatives

pour concilier les deux modèles ont été entreprises [39], mais ces tentatives

n’introduisent-elle pas davantage de confusion que de clarté?

1.7 L’état dénaturé: la pierre de Rosette tant attendue?

S’il est une absence notoire dans les éléments étudiés dans les modèles énoncés ci-

haut, c’est bien l’état dénaturé lui-même. L’état natif, les intermédiaires, l’état de

transition sont des concepts relativement bien étudiés et documentés. Par contre,

étudier la structure de l’état dénaturé par les méthodes conventionnelles d’analyse de

structure implique certaines difficultés. Ils sont impossibles à cristalliser, et les

analyses par résonance magnétique nucléaire produisent plus souvent des pics très

faibles et peu nombreux qui témoigneraient d’une chaîne polypeptidique en

conformations aléatoires (random cou). Il en est résulté qu’il a longtemps été

assumé que l’état dénaturé était dépourvu de toute structure et que la chaîne

polypeptidique fluctuait dans le solvant de façon aléatoire sans pratiquement aucune

restriction conformationnelle.

Par contre, les indices qu’il ne saurait en être ainsi s’accumulent progressivement.

Tout d’abord, il a été proposé que des restrictions conformationnelles devaient

forcément exister dans l’état dénaturé en raison de collisions possibles entre chaînes
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latérales des acide aminés [19-20, 40]. Il en résulte donc que, dans l’état dénaturé, la
chaîne polypeptidique comporte déjà, selon sa séquence, des biais pour adopter
certaines conformations favorables et des biais défavorables, résultant de contraintes

stériques, pour les conformations interdites. Ces observations renforcent encore
l’importance de l’information locale dans la séquence, et suggèrent un mécanisme de
repliement hiérarchique initié par des événement locaux [41-42].

En second lieu, des études effectuées sur le domaine SH3 N-terminal de la protéine
de drosophile drk (drkN-SH3), lequel est instable, ont démontré l’existence d’un état
dénaturé compact en équilibre avec l’état natif’, et ce en absence de dénaturant [43-
45].

DGdfl <* > N

Cet état dénaturé (Deau, présent en conditions natives) possède considérablement

davantage de structure résiduelle que l’état dénaturé par de hautes concentrations de
GdnHCl (DGu), ce qui suggère que l’absence de structure détectée par R.M.N. dans
les états dénaturés de plusieurs protéines est en fait un artefact qui n’est jamais

retrouvé sous des conditions physiologiques, résultant des conditions expérimentales

extrêmes nécessaires pour changer l’équilibre qui favorise normalement la forme

native (N). Par contre, la forme Deau n’est pratiquement jamais retrouvée à

l’équilibre, car elle se replie spontanément et généralement rapidement vers la forme

native N. Toutefois, puisque la forme native de drkN-SH3 n’est que marginalement

stable par rapport à sa forme Deau, il est possible d’étudier la structure de celle-ci à

l’équilibre. Ceci suggère d’ailleurs que certains intermédiaires rapides hydrophobes

décrits au cours du repliement de plusieurs protéines ne soient en fait qu’une

transition entre la forme Dgdn et la forme Deau, la chaîne polypeptidique réagissant

ainsi au brusque changement des conditions du solvant [46-4$].

Ainsi, il apparaît qu’étudier l’état dénaturé des protéines puisse apporter beaucoup

d’informations sur les événements subséquents du repliement. Si la chaîne
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polypeptidique adopte d’elle même des structures et des conformations dans l’état

dénaturé, bien qu’instables et fluctuantes, logiquement, celles-ci affecteront les

événements subséquents du repliement, en favorisant certaines voies et en en

éliminant d’autres, permettant ainsi de résoudre le paradoxe de Levinthal [49-53].

Par exemple, il a été établi que la structure résiduelle présente dans l’état dénaturé de

la protéine L était localisée surtout dans la région correspondant à la première

structure en épingle-à-cheveux f3 ($-hairpin) [54-55]. L’analyse par valeurs Ø de

l’état de transition de cette protéine a confirmé que les résidus possédant une valeur Ø
élevée, donc structurés dans l’état de transition, étaient précisément situés dans le

premier /3-hairpin [56].

L’idée d’étudier les phénomènes locaux d’initiation du repliement avait déjà été

proposée antérieurement [57-58]. Les récents progrès théoriques et expérimentaux

laissent maintenant entrevoir des liens très clairs entre la structure résiduelle de l’état

dénaturé, les sites d’initiation du repliement, les événements subséquents et la

structure native de la protéine. Éventuellement, il se pourrait fort que l’étude et la

modélisation de l’état dénaturé des protéines représentent la pierre de Rosette qui

permette enfin de prédire plus efficacement leur structure [59].



2 — Buts et méthodologie de la présente étude
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2.1 Le modèle proposé

La nature et la localisation des structures résiduelles dans l’état dénaturé dépend

essentiellement de la séquence des acides aminés qui composent la protéine et de

leurs propensions à adopter des conformations particulières [20]. Vu la nature

fluctuante et hétérogène de l’état dénaturé, cette propension prendra la forme d’un

biais statistique par lequel les conformations énergétiquement plus favorables seront

plus hautement représentées à l’équilibre que les autres conformations théoriquement

accessibles mais moins favorables. Ainsi, des mutations qui introduiraient des acides

aminés possédant une plus haute propension à adopter une structure telle que

présente dans l’état natif de la protéine accéléreraient le repliement, alors qu’à

l’inverse des mutations qui diminueraient la propension à adopter une structure de

type native nuiraient au repliement ou, dans les cas extrêmes, pourraient induire un

mécanisme de repliement qui conduit à une nouvelle structure native. Les travaux du

groupe de David Baker sur les domaines de liaison aux IgG des protéines G et L ont

notamment permis d’illuster clairement un tel concept un changement dans la

stabilité de certains éléments de structure secondaire locaux amène un net

changement dans le mécanisme de repliement de la protéine [60-61].

Par contre, de telles mutations, même favorables de ce point de vue, peuvent

également déstabiliser la forme native de la protéine, car il est reconnu que la

séquence et la structure des protéines ont principalement été optimisées par

l’évolution pour maximiser leur stabilité, et non leur vitesse de repliement [34].

Ainsi, des mutations qui stabiliseraient la structure de l’état dénaturé pourraient, par

exemple, déstabiliser l’état natif en introduisant des contraintes stériques ou des

cavités dans le noyau hydrophobe. Donc, malgré l’importance que semble avoir la

structure de l’état dénaturé sur les événements initiaux et subséquents du repliement,

simplement muter les résidus et en observer l’impact sur l’état dénaturé peut

vraisemblablement introduire des biais dans les événements subséquents qui

rendraient alors difficile l’interprétation des résultats.
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Par contre, s’il pouvait être possible d’influencer localement la structure et les

conformations de la chaîne polypeptidique sans changer la nature des acides aminés

qui la compose, alors cette approche pourrait probablement conduire à des résultats

beaucoup plus significatifs.

2.2 Les tours bêta : sites d’initiation du repliement?

Les travaux des groupes de David Baker sur la protéine L [54-55, 61] et de Julie

forman-Kay sur drkN-SH3 [43-45] impliquaient tous des structures résiduelles de

type /3-hairpin. Des expériences de modélisation effectuées sur l’état dénaturé de

certaines protéines [62-63] ont révélé que les tours f3 qui coiffent le sommet de ces

structures seraient vraisemblablement des sites de nucléation, c’est-à-dire formés tôt

dans le processus de repliement. Le reste du f3-hairpin se formerait ensuite par

formation coopérative des contacts hydrophobes et des ponts hydrogènes en amont

du tour pour stabiliser la structure [64-66]. Ainsi, une approche qui permettrait de

stabiliser la formation des tours f3, et donc des $-hairpin, accélérerait

vraisemblablement le repliement de la protéine, si le tour en question est un site de

nucléation. Par contre, les effets de la stabilisation d’un tour f3 qui n’est pas un site

de nucléation ne sont pas évidents : deviendraient-ils alors de nouveaux sites de

nucléation? Le repliement en sera-t-il perturbé par un phénomène de frustration et la

structure native déstabilisée? Produiront-ils une structure native nouvelle? Mais

d’abord, comment stabiliser la formation d’un tour f3 dans l’état dénaturé?

2.3 Stabiliser la formation des tours bêta dans l’état dénaturé

Afin de vérifier la légitimité du modèle énoncé ci-haut (sous-section 2.1) et de

confirmer le potentiel pouvoir de nucléation des tours f3 (sous-section 2.2), la

stratégie employée pour la présente étude vise à évaluer l’impact d’une stabilisation
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d’un tour f3 dans l’état dénaturé sur le mécanisme de repliement d’une protéine. Les

tours f3 sont généralement des structures qui pointent à l’extérieur de la structure,

vers le solvant. Le tour sera donc forcément composé de résidus qui ne forment que

peu de contacts avec le reste de la protéine. Le coeur hydrophobe de la protéine ne

sera pas touché par une éventuellement mutation du tour, donc les risques de

déstabilisation majeure de l’état natif par ces mutations s’en trouvent fortement

réduits.

Par contre, la méthode employée ne consistera pas à stabiliser le tour proprement dit

par simple optimisation de sa séquence, tel qu’effectué précédemment par le groupe

de David Baker [60-61], mais plutôt de carrément y insérer une tige-boucle très

rigide sous la forme d’un peptide ultra-stable en conformation f3-haiipin qui simulera

alors la formation d’un tour serré et stable à cet endroit de la structure. Il en résultera

une extension de la structure en f3-haiipin loin à l’extérieur du noyau de la protéine,

dans le solvant. Le peptide inséré devra être stable et en mesure de se replier de

façon autonome, sans former de nouveaux contacts avec le reste de la protéine, et de

conserver, ne serait-ce que partiellement, sa structure à de hautes concentrations de

GdnHCl. Cette stratégie s’avère similaire à celle qu’ont utilisée Viguera et Serrano

chez un domaine SH3 [67].

2.4 L’ubiquitine : une protéine idéale

La protéine choisie pour cette approche est l’ubiquitine de levure (yUbi). Il s’agit

d’une petite protéine (76 acides aminés) impliquée dans plusieurs fonctions

cellulaires, notamment le contrôle de la dégradation par le protéasome et le

lysosome, l’intemalisation de récepteurs et la régulation de la transcription [6$-72,

112]. Elle comporte une structure et une topologie relativement simples avec une

hélice c’ et un feuillet f3 composé de cinq brins (dont deux /3-hairpin), et les

propriétés de son très semblable orthologue chez les mammifères (3 acides aminés de

différence seulement, pour une homologie de séquence de 96%) ont déjà été bien
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caractérisées t73-791. De plus, l’ubiquitine est une protéine très stable qui devrait

relativement bien tolérer des mutations qui pourraient potentiellement déstabiliser sa

structure native. Ainsi, il s’agit d’une candidate idéale pour ce genre d’étude.



3 - Résultats
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3.1 Insertion des peptides dans les tours bêta de I’ubïquïtine de

levure.

La stratégie utilisée prévoit l’insertion, dans l’ubiquitine de levure (yUbi), de

peptides qui adopteront une conformation en tige-boucle rigide dans les tours t3. Les

peptides de type tiyptophan zipper décrits par Cochran et coIl. [80] s’avèrent idéaux

pour ce type de stratégie. Il a été jugé préférable de maximiser la stabilité de la

structure en tige-boucle insérée dans l’ubiquitine, afin de rendre cette région de la

protéine plus résistante à la dénaturation et qu’elle demeure structurée en présence de

GdnHCI. Ainsi, il a été décidé d’utiliser le peptide trpzzp2 (SWTWENGKWTWK),

car il s’avère plus stable que le peptide t;pzipl (SWTWEGNKWTWK). Le peptide

trpzip3 (SWTWEpNKWTWK), bien qu’encore plus stable que le trpzip2, comporte

un résidu D-proline (p) qui rend impossible son expression dans un système

bactérien.

Trois sites d’insertion potentiels ont été identifiés chez l’ubiquitine. Il s’agit (A) du

tour j3 de type I coiffant la première structure en $-haiipin à l’extrémité N-terminale

(résidus 7-10), (B) du tour f3 de type I’ coiffant la seconde, plus petite structure en

f3-hairpin (résidus 45-48), ainsi que (C) du tour de type II situé entre l’hélice et le

dernier brin f3. Il a également été prévu d’insérer le peptide trpzip2 dans un

quatrième site (D), situé à l’extrémité C-terminale de l’ubiquitine, dans le but de

démontrer que l’insertion de la tige-boucle rigide à l’extérieur de la structure

n’affecte pas le repliement de cette dernière.

La figure 1 ci-dessous illustre la position des sites d’insertion dans la structure de

l’ubiquitine.
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Figure 1 - Visualisation des quatre sites d’insertion des peptides trpzip2 dans la

structure de l’ubiquitine. Le site A correspond au tour du premier $-hairpin , le

site B au tour du second f3-hairpin, le site C au tour situé juste avant le dernier

brin f3 et le site D est situé à l’extrémité C-terminale de la protéine. La position

de la phénylalanine 45 (mutée en tryptophane chez le mutant yUbiF45W pour

introduire une sonde fluorescente à l’intérieur de la structure) est illustrée. La

figure a été générée à l’aide du logiciel Weblab View Lite 3.2 ( 1998, Acceirys,

San Diego, CA).
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Il était attendu que des schémas d’insertion trop rigides du peptide trpzip2 dans

l’ubiquitine amènent des perturbations locales qui gênent le repliement et la

formation du tour et du f3-hairpin au lieu de stabiliser leur formation. À l’inverse, un

schéma d’insertion ne comportant pas assez de rigidité risquerait de ne pas mener

aux objectifs attendus et de déstabiliser la formation du tour en introduisant un trop

grand degré de liberté dans la chaîne.

Dans le but de pallier à ces éventualités, trois schémas d’insertion ont été planifiés

pour les positions A, B et C. Pour chacune, le schéma premier a été conçu comme

étant le plus rigide de tous, le troisième le moins, et le second en tant que compromis

entre les deux. Par exemple, le premier schéma en position A (ylibi-A1) comporte la

séquence WTWENGKWTW insérée entre la thréonine 7 et le lysine 11, le second

(yUbi-A2) possède un résidu lysine supplémentaire pour accroitre la flexibilité de la

jonction entre le premier /3-hairpin et le trpzt’p2 (WTWENGKWTWK) et le

troisième (yUbi-A3) comporte une glycine (WTWENGKWTWG). Ces schémas

d’insertion ont tous été élaborés de façon à prévoir que les groupements indoles des

tryptophanes soient situés à l’extérieur de la protéine dans la structure finale, afin de

prévenir tout contact de ceux-ci avec d’autres résidus, un phénomène qui s’avérerait

contraire aux objectifs de la stratégie. Finalement, le site D, en raison de sa

localisation extérieure à la structure, à la suite des glycines 75 et 76, n’a nécessité

qu’un seul schéma d’insertion (yUbi-D1). La liste complète des séquences pour

chaque schéma d’insertion à chaque position est décrite dans le tableau 1.

Il est à noter que les résidus S et K situés aux extrémités du peptide ont été insérés,

selon les dires des auteurs, davantage pour maximiser la solubilité du peptide que

pour offrir une contribution significative à la structure [80]. Ainsi, plusieurs schémas

d’insertion ne comportent ainsi pas de sérine N-terminale ou de lysine C-terminale,

et il n’est pas attendu que ces absences gênent le repliement de la structure.

Un quatrième schéma a été planifié aux positions A, B et C pour insérer une boucle

hyper-flexible G5-S-G5. À l’inverse du tipzz2, qui est une structure très stable et
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rigide et dont la présence doit stabiliser la formation des tours, ces boucles riches en

glycine ne devraient générer aucune structure stable, et donc fortement défavoriser la

formation des tours et des structures en 3-hairpins.

Par ailleurs, il a été convenu d’effectuer ces mutations à la fois sur l’ubiquitine de

levure de type sauvage (f45) et sur une variante chez laquelle la phénylalanine 45 a

été mutée pour un tryptophane (F45—*W). Ce mutant a été initialement conçu et

caractérisé [73-74] afin de permettre le suivi du repliement de la très similaire

ubiquitine de mammifère (mUbi) par fluorescence. Devant la possibilité que les

quatre tryptophanes du trpztp2 soient incapables d’agir en tant que sondes

fluorescentes qui soient sensibles au repliement en raison de leur localisation à

l’extérieur de la structure, il a été décidé par prudence d’utiliser également le mutant

F45W pour s’assurer d’avoir au moins une sonde fluorescente qui permette un suivi

représentatif du repliement pour chaque mutant. Cette mutation n’a conduit, chez

mUbi, qu’à une très légère baisse de stabilité ainsi qu’à une très faible perturbation

de la structure fine de la protéine. Vu la très grande similarité entre mUbi et yUbi

(seulement 3 acides aminés différents sur 76, tous pointant vers l’extérieur de la

structure), il est attendu ce que cette mutation, chez yUbi, n’induise que très peu

d’effet sur la stabilité et la structure fine de la protéine.

finalement, il est à noter que toutes les constructions réalisées comportent une

séquence codant pour six résidus histidine à l’extrémité N-terminale de la protéine;

ces résidus permettent une purification aisée et rapide des produits par

chromatographie d’affinité sur résine Ni-NTA-agarose.

Le tableau Ï ci-dessous indique la séquence de tous les mutants de yUbi qui ont été

planifiés dans le cadre la présente étude.
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Tableau 1 — Alignement des séquences des mutants de l’ubiquitine de levure qui

ont été conçus pour la présente étude. Tous ces mutants ont été réalisés

simultanément sur l’ubiquitine type sauvage (yUbi) et sur celle comportant la

phénylanine 45 mutée en tryptophane (yUbiF45W). La position du résidu #45

est marquée d’un astérisque. La localisation des positions A, B, C et D est

indiquée dans le haut du tableau. Les éléments de structure secondaire sont

symbolisés comme suit : Œ pour les hélices a, 3 pour les brins f3, pour les

hélices et T pour les tours f3. Les séquences correspondant au trpzzp2 sont

indiquées en gras, et les séquences correspondant aux boucles flexibles G5-S-G5

sont indiquées en italique.



Structure

Résidu #

yUbi (F45W)
yUbi-A 1
yUbi-A2
yUbi-A3
yUbi-A4
yUbi-B 1
yUbi-B2
yUbi-B3
yUbi-B4
yUbi-C 1
yUbi-C2
yUbi-C3
yUbi-C4
yUbi-D 1

T TTTT
- - -

- 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
- - -

- GKT I TL EVE S S D
KWTW - KT I TL EV E SS D
KWTWKKT I TL EVE S S D
KWT W G K T I T L E V E S S D
G GGGGKT I T L E V E S S D
- - -

- GKT I T L E V E S S D
- - -

- GKT I T LEV E S S D
- - -

- GKT I TL EVE S S D
- - -

- GKT I TL EVE S S D
- - -

- GKT I TL EVE S S D
- - -

- GKT I TL EVE S S D
- - -

- GKT I TL EVE SS D
- - -

- GKT I T L E V E S S D
- - -

- GKT I T L E V E SS D

cx cx cx
22 23 24 25

T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN
T I DN

Structure

Résidu #

yUbi (F45W)
yUbi-A 1
yUbi-A2
yUbi-A3
yUbi-A4
yUbi-B 1
yUbi-B2
yUbi-B3
yUbi-B4
yUN-C 1
yUbi-C2
yUbi-C3
yUbi-C4
yUbi-D1

35

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

36 37 38 39 40

I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q
I P P D Q

f3(3f3f3
41 42 43 44

QRL I
QRL I
QRL I
QRL I
QRL I

Q R L I
QRL I
QRL I
QRL I
QRL I
QRL I
QRL I
QRL I
QRL I

Structure

23A

f3 f3 f3 f3 f3 T TT
Position A

Résidu# 123456789

yUbi(F45W) MHHHHHHGMQIfVKTLT

yUbi-A1 MHHHHHHGMQIfVKT-

yUbi-A2 MHHHHHHGMQIFVKT-

yUbi-A3 MHHHHHHGMQIFVKT-

yUbi-A4 MHHHHHHGMQIFVKT-

yUbi-B1 MHHHHHHGMQIFVKTLT
yUbi-B2 MHHHHHHGMQIfVKTLT
yUbi-B3 MHHHHHHGMQIFVKTLT

yUbi-B4 MHHHHHHGMQIFVKTLT

yUbi-C1 MHHHHHHGMQIFVKTLT

yUbi-C2 MHHHHHHGMQIFVKTLT

yUbi-C3 MHHHHHHGMQIPVKTLT

yUbi-C4 MHHHHHHGMQIFVKTLT

yUbi-D1 MHHHHHHGMQIFVKTLT

G
G
G
s

WT WEN
WT WEN
WT WEN
GGGGG

Position A

cx cx cx cx cx cx cx cx cx
26 27 28 29 30 31 32 33 34

V K SKI QD K E
V K SKI Q D K E
V K SKI Q D K E
V K SKI Q D K E
V K SKI Q D K E
V K SKI QD K E
V K SKI Q D K E
V K SKI Q D K E
V K SKI Q D K E
V K SKI QD KF
V K SKI QD KF
V K SKI QD KF
V K SKI Q D KF
V K SKI Q D K E
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Position B
Structure T T T T f3 T T

Résidu# *45* 46 47 48 49 50 51 52

yUbi(F45W) W AG KQLED

yUbi-A1 F/WAG KQLED

yUbi-A2 FIWAG KQLED

yUbi-A3 F/W A G K Q L E D

yUbi-A4 F/W A G K Q L E D

yUbi-B1 F/W- - -WTWENGKWTW KQLED

yUbi-B2 F/W- - -WTWENGKWTWKKQLED

yUbi-B3 F/W- - TWTWENGKWTWKKQLED

yUbi-B4 F/W - - - GGGGG$ GGGGGKQLED

yUbi-C1 F/WAG KQLED

yUbi-C2 f/W A G K Q L E D

yUbi-C3 F/WAG KQL ED

yUbi-C4 F/W A G K Q L E D

yUbi-D1 F/WAG KQLED

Position C
Structure T T 3 3rn 3io T T T

Résidu# 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

yUbi(F45W) GRL I SDYNI QKE

yUbi-Al GRL I S DYN I QKE

yUbi-A2 GRL I S DYN I QKE

yUbi-A3 GRL 15 DYN I QKE

yUbi-A4 GRL I S DYN I QKE

yUbi-Bl GRL I S DYN I QKE

yUbi-B2 GRL I S DYN I QKE

yUbi-B3 GRL I S DYN I QKE

yUbi-B4 GRL I S DYN I QKE

yUbi-Cl GRL I S DYN I - - - WTWENGKW

yUbi-C2 GRL I S DYN I - - -WTWENGKW

yUbi-C3 GRL 15 DYN I QK -WTWENGKW

yUbi-C4 GRL 1$ DYN I - - GGGGGSGGG
yUbi-D1 GR LIS DYN I QKE

Position C Position D
Structure T f3 f3 f3 f3 f3 f3
Résidu # - - 65 66 67 6$ 69 70 71 72 73 74 75 76

yUbi(F45W) - - S T L H L V L R L R G G

yUbi-A1 -
- S T L H L V L R L R GG

yUbi-A2 - - S T L H L V L R L R GG

yUbi-A3 -
- S T L H L V L R L R GG

yUbi-A4 -
- S T L H L V L R L R G G

yUbi-Bl -
- S T L H L V L R L R G G

yUbi-B2 -
- SI LH L V L R L R GG

yUbi-B3 - - S T L H L V L R L R G G

yUbi-B4 - - S T L H L V L R L R G G

yUbi-C1 1W - T L H L V L R L R G G

yUbi-C2 TW S T L H L V L R L R GG

yUbi-C3 TW S T L H LV L R L R GG

yUbi-C4 GO - T L H L V L R L R GG

yUbi-D1 -
- S T L H L V L R L R G GTWTWE



Position D
Structure
Résidu# -

yUbi (F45W) Stop
yUbi-A1 Stop
yUbi-A2 Stop
yUbi-A3 Stop
yUbi-A4 Stop
yUbi-B1 Stop
yUbi-B2 Stop
yUbi-B3 Stop
yUbi-B4 Stop
yUbi-C1 Stop
yUbi-C2 Stop
yUbi-C3 Stop
yUbi-C4 Stop
yUbi-D1 N G K W T W K Stop

23C
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3.2 Construction, expression et purification des mutants

Les insertions ont été réalisées par une stratégie de PCR sur vecteur entier, et le

criblage des mutants positifs par un test d’induction et par séquençage tel que décrit

dans le chapitre 5, section 5.2. Cette stratégie a été employée en raison de sa

simplicité et du petit nombre d’étapes qu’elle nécessite pour produire les mutations.

Tel que l’indique le tableau 2, plusieurs constructions d’ADN n’ont toutefois pu être

complétées, notamment la totalité de toutes celles comportant une insertion en

position B, pour lesquelles la stratégie de PCR ne semble avoir généré aucun produit

détectable, et ce malgré de multiples tentatives pour y parvenir. Il serait souhaitable

d’optimiser les conditions, ou encore de considérer une autre stratégie de mutagénèse

pour terminer la construction de ces mutants.

Certaines constructions ont été complétées avec succès (tel que confirmé par le

séquençage de la séquence codante et du promoteur), mais aucun produit

d’expression n’a été détecté. C’est notamment le cas de la construction yUbi-A4,

pour laquelle les réactions de PCR, les criblages et le séquençage ont été répétés

maintes fois, sans succès. La croissance des bactéries comportant cette construction

ne semble pas avoir été inhibée par l’expression de la protéine, te] que jugé par

comparaison de la concentration des protéines cellulaires (non-induites) contenues

dans les gels SDS-PAGE des tests d’induction avec les concentrations de telles

protéines chez les mutants identifiés comme positifs. L’insertion d’une boucle très

flexible riche en glycines à cet endroit de la structure empêche manifestement

l’expression normale du produit, mais apparemment sans être davantage toxique pour

la cellule que ne Je serait l’expression d’un mutant stable et soluble. Il est possible

que la protéine résultant de cette mutation soit simplement trop instable pour être

exprimée de façon soutenue sans s’agréger en corps d’inclusion ou sans carrément

être dégradée par des protéases.
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Les mutants en position C exprimaient très faiblement, et se sont avérés en bout de

ligne impossibles à purifier selon la technique décrite dans la section Matériels et

méthodes (chapitre 5). Il est possible que l’insertion du trpzz2 à cet endroit de la

structure déstabilise fortement la protéine. Des précautions spéciales devront être

prises pour parvenir à purifier efficacement ces mutants. Finalement, les mutants

yUbi-A3 et yUbiF45W-A3, bien qu’exprimant correctement lors des tests

d’induction et dont le séquençage s’est révélé tel qu’attendu, n’ont pas été purifiés en

raison de contraintes logistiques. Il en résulte que seuls les mutants yUbi-Al,

yUbiF45W-Al, yUbi-Dl et yUbiF45W-Dl, en sus de yUbiF45W (sans insertion),

ont été soumis à une caractérisation physique.
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Tableau 2 — Sommaire récapitulatif des étapes de construction, d’expression, de

purification et de caractérisation ayant été complétées pour chaque mutant

d’ubiquitine qui avait été planifié. Les signes + signifient que cette étape a été

complétée avec succès, les signes — signifient un échec et les colonnes vides

signifient que les clones n’ont pas été soumis à cette étape. La colonne « PCR et

ligation» indique si un produit de PCR a été obtenu et transformé avec succès

chez E. Cou XL-1. La colonne «Exprimé» indique si un produit d’expression

au poids moléculaire et au niveau d’expression attendus a été observé pour ce

mutant suite à une induction-test à l’IPTG. La colonne « Séquençage » indique

si au moins un des clones a été séquencé et si la séquence est telle qu’attendue.

La colonne «Purifié» indique que ce mutant a été purifié avec succès en

utilisant la résine Ni-NTA-agarose. finalement, la colonne « Caractérisé»

indique si ce mutant, une fois purifié, a été soumis à une caractérisation

physique. Il est à noter que les constructions de tous les mutants ont été

réalisées à la fois sur l’ubiquitine type sauvage (yUbi) et sur l’ubiquitine

comportant un tryptop hane interne (yUbiF45W).
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Mutant PCR et ligation Exprimé Séquencé Purifié Caractérisé

yUbi (F45 W) NID + + + ÷
yUbi-Al + + + + +
yUbi-A2 -

yUbi-A3 + + +
yUbi-A4 + - +
yUbi-Bl -

yUbi-B2 -

yUbi-B3 -

yUbi-B4 -

yUbi-C1 + +
yUbi-C2 + -

yUbi-C3 -

yUbi-C4 + -

yUbi-Dl + + + + +

Les clones obtenus pour ces constructions expriment un produit possédant un poids moléculaire tel
qu’attendu mais dont le niveau d’expression est beaucoup plus bas que ceux de yUbiF45W et des
autres mutants positifs.



27

3.3 Caractérisation du système de référence: l’ubiquitine de levure

F45W avec his-tag

Avant d’entreprendre la caractérisation des mutants, il importe d’abord de connaître

les propriétés de l’ubiquitine de levure elle-même. L’ubiquitine de levure type

sauvage ne comporte pas de sonde fluorescente qui permette de suivre le repliement;

le mutant pour lequel la phénylalanine 45 a été mutée en tiyptophane (yUbiF45W) a

donc été préféré. Le repliement de cette protéine a déjà été étudié et caractérisé [77],

mais I’ubiquitine F45W utilisée pour les études antérieures ne comportait pas de

résidus histidines (6X-his-tag) à l’extrémité N-terminale. Or, tous les mutants ici

étudiés comportent ces résidus, pour fins de purification simplifiée par

chromatographie d’affinité avec résine Ni-NTA-agarose. Dans le but d’évaluer

l’impact que pourrait avoir la présence des histidines sur les propriétés de

l’ubiquitine, et par incidence sur tous les mutants ici étudiés, il a été décidé de

caractériser d’abord yUbiF45W2 et de comparer cette caractérisation aux résultats

antérieurs (yUbif45W-his).

Des études de repliement et de dénaturation au chlorure de guanidinium (guanidine

hydrochÏoride, ou GdnHC1) ont été entreprises à l’aide d’un appareil de type

stopped-flow, lequel permet d’étudier des réactions cinétiques grâce à un mixage

rapide de petites quantités de réactifs. Les traces de fluorescence cinétique de chaque

réaction ont ensuite été modélisées et manipulées mathématiquement, étapes en vertu

desquelles il a été possible d’extraire les paramètres thermodynamiques, le tout étant

décrit dans les sections 5.8 et 5.9 du chapitre 5 - Matériels et méthodes,.

Les figures 2 et 3 ci-dessous illustrent respectivement le comportement à l’équilibre

et cinétique de yUbif45W vs. YUbiF45W-his ainsi que leur modélisation selon un

système dit en deux états, c’est-à-dire sans présence détectable d’intermédiaires

2 Par soucis d’alléger la nomenclature, il convient de poser que toutes les protéines et mutants
mentionnés dans le texte comportent les résidus histidines à leur extrémité N-terminale; seules les
protéines clairement identifiées ainsi, par exemple yUbif45W-his, ne comportent pas ces résidus.
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thermodynamiques ou cinétiques. Les paramètres physiques sont résumés dans le

tableau 3. Il est notable que les paramètres thermodynamiques dérivés des

paramètres à l’équilibre sont très similaires aux mêmes paramètres dérivés des

expériences cinétiques chez yUbif45W et chez yUbiF45W-his. De plus, aucune

déviation de la linéarité de la courbe de Chevron (figure 2) ni perte d’amplitude du

signal dans le temps mort de l’appareil (données non-illustrées) n’ont été observées à

basse concentration de GdnHC1, ce qui supporte bien l’utilisation d’un modèle de

repliement à deux états [24].

D’autre part, il est manifeste que les données obtenues ci-dessus pour yUbiF45W

diffèrent nettement de celles qui ont été obtenues antérieurement avec yUbif45W-

his [77]. Les figures 2 et 3 permettent d’illustrer clairement l’effet que peut avoir la

présence du his-tag sur les propriétés physiques de la protéine, soit une stabilité

réduite d’environ 20%, une vitesse de repliement en absence de dénaturant (kr(O))

réduite de 58,3%, ainsi que d’une vitesse de dénaturation en absence de dénaturant

(k(0)) accrue de 27,7% . Malgré ces effets, il a néanmoins été décidé de conserver

ces histidines sur tous les mutants, car leur présence simplifie considérablement les

procédures de purification des produits. De plus, les paramètres mr3, mu4 et m5, ne

sont que très peu affectés par la mutation, ce qui suggère que la déstabilisation

observée n’est pas due à une perturbation de la structure ou à un changement du

mécanisme de repliement.

m représente la pente de la relation linéaire entre la vitesse de repliement kr(x) et la concentration
de dénaturant (x)

mu représente la pente de la relation linéaire entre la vitesse de dépliement ku(x) et la concentration
de dénaturant (x)

m représente la pente de la relation linéaire entre l’énergie libre que gagne la protéine en se repliant
G(x) et la concentration de dénaturant (x)
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Figure 2 — Courbe d’équilibre de yUbiF45W i 298K dans du tampon acétate de

sodium 25 mM pH 5,0, tirée des intensités de fluorescence extrapolées à l’infini

des traces cinétiques de dénaturation. Les données brutes ont été converties en

fraction de ta population de protéines qui est repliée tel que décrit dans la sous

section 5.9.3 du chapitre 5 - Matériels et méthodes. La trace pleine représente la

relation modélisée entre la fraction de yUbiF45W repliée et la concentration de

GdnHC1 selon un système à deux états, alors que la trace pointillée indique à

titre comparatif la relation correspondante pour yUbiF4SW-his t77].
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figure 3 — Courbe de Chevron de yUbiF45W à 298 K dans du tampon acétate

de sodium 25 mM pH 5,0. Les expériences de repliement ont généré des traces

de relaxation cinétique en plusieurs phases exponentielles; deux phases

mineures (1-5% et 1O-20% de l’amplitude totale) n’ont pas été indiquées afin

d’alléger la figure. Le logarithme des constantes de vitesse de la phase

principale de repliement (•; environ 75-85% de l’amplitude totale), ainsi que

de la phase de dénaturation (I), ont été modélisés en fonction de la

concentration de GdnHC1 (trait plein) tel que décrit dans la sous-section 5.9.2

du chapitre 5 - Matériels et méthodes. Le trait pointillé indique à titre

comparatif la relation obtenue antérieurement avec yUbiF45W-his[77J.
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Tableau 3 — Résumé des propriétés thermodynamiques et cinétiques de

yUbiF45W ainsi que de yUbiF45W-his à 298K dans du tampon acétate de

sodium 25 mM pH 5,0. Les paramètres de yUbiF45W ont été dérivés des figures

2 (équilibre) et 3 (cinétique) tel que décrit dans les sous-sections 5.9.2 et 5.9.3 du

chapitre 5 - Matériels et méthodes. Le paramètre kr(O) représente la constante

de vitesse de repliement extrapolée en absence de dénaturant; kd(O) représente

ta constante de vitesse de dépliement extrapolée en absence de dénaturant; mr

représente la pente de la relation entre le logarithme de la constante de vitesse

de repliement et la concentration de dénaturant; md représente la pente de la

relation entre le logarithme de la constante de vitesse de dépliement et la

concentration de dénaturant; AG(O) représente l’énergie libre que la protéine

gagne à se replier en absence de dénaturant ; m représente la pente de la

relation entre l’énergie libre que gagne la protéine à se replier et la

concentration de dénaturant et finalement C50% représente la concentration de

dénaturant nécessaire pour dénaturer la moitié de la population de protéines.
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3.4 Caractérisation du peptïde trpzt2

Avant de débuter l’analyse des mutants, il convient également de connaître les

propriétés physiques du peptide trpzt2. Cochran et collaborateurs [$0] ont étudié le

comportement du peptide à l’aide de variations de température en utilisant le

dichroïsme circulaire comme sonde, mais les études du présent projet sur les mutants

d’ubiquitine ont toutes été planifiées et réalisées par dénaturation chimique au

GdnHC1 en à partir d’une sonde fluorescente.

Il a donc d’abord été entrepris de caractériser la fluorescence du trpzip2, en présence

de concentrations croissantes de GdnHC1. Il était anticipé que le repliement et la

dénaturation d’un peptide aussi court que trpzz2 à 298 K, la température à laquelle

ont été effectuées toutes les expériences cinétiques et thermodynamiques, s’avère

être un phénomène trop rapide pour être analysé par stopped-flow, lequel comporte

une limite de détection pour des réactions dont les constantes de vitesse avoisinent le

500 s1. Zagrovic et collaborateurs ont récemment modélisé le repliement d’un

ensemble dénaturé de peptides trpzip], au cours de laquelle les molécules ont atteint

une structure quasi-native en quelques nanosecondes seulement, ce qui impliquerait

des constantes de vitesse de l’ordre des 1 000 000s’ [111]! Seules des études à

l’équilibre ont donc été effectuées sur ce peptide, en utilisant un lecteur de plaques à

96 puits équipé d’un fluorimètre.

La figure 4 ci-dessous illustre la variation de l’intensité de fluorescence brute du

tipzz2 selon la concentration de GdnHCl. Il est manifeste que le comportement

observé ne permet pas de modéliser iCS données selon l’équation (6), ni de

transformer les données en fraction de protéines repliées selon les équations (9) et

(10) (voir la sous-section 5.9.3). Il n’est possible de déceler sur cette figure aucun

niveau basal de fluorescence (plateau), ni transition d’allure sigmoïde pourtant

caractéristique d’un processus de repliement coopératif. De plus, les écarts-types sur

les valeurs obtenues sont particulièrement élevés, ce qui rend ces données encore

davantage imprécises et difficiles à analyser.
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Figure 4 — Données brutes de fluorescence du peptide trpzip2 en fonction de la

concentration de GdnHC1 à 298K dans du tampon acétate de sodium 25 mM

pH 5,0. Les mesures ont été prises en triplicata et les barres d’erreur

représentent les écarts-types.
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Il pourrait être possible que la hausse progressive de l’intensité de fluorescence

lorsque la concentration de GdnHC1 augmente représente le début d’une incomplète

transition d’allure sigmoïde. Il n’est toutefois pas envisageable de vérifier cette

hypothèse (à 298K), car les solutions de GdnHCl ne peuvent être concentrées à plus

de 8M. Utiliser une température expérimentale plus élevée pourrait potentiellement

permettre de réduire la stabilité du trpzip2 et donc de déplacer vers une plus basse

concentration de GdnHCl (vers la gauche sur la figure) une hypothétique transition,

mais tel que démontré par Cochran et coll., ce peptide est très résistant à la chaleur,

exhibant un Tm de 345 K [80].

Alternativement, la figure 4 pourrait laisser entendre qu’il est fort possible que le

patron de fluorescence simultanée de quatre tryptophanes ne soit pas une sonde

idéale pour étudier le repliement du trpzzp2, générant des niveaux de fluorescences

complexes ou irréguliers, qui ne permettent pas de détecter une transition entre

formes native et dénaturée du peptide. Il ne pourrait également pas être exclu que les

phénomènes observés puissent témoigner d’une relation non linéaire entre la

concentration de dénaturant et la fluorescence du peptide.

Afin de contourner les problèmes associés à la fluorescence , de concises études à

l’équilibre par dichroïsme circulaire ont été tentées à l’aide d’un spectropolarimêtre,

et les résultats bruts illustrés dans les figures 5 et 6. Bien que le nombre restreint de

mesures incite à la prudence dans l’interprétation des résultats, il ne semble pas y

avoir davantage de transition nette détectée par dichroïsme circulaire que par

fluorescence. Ni la variation de l’ellipticité molaire à 229nm [80], ni le déplacement

du maximum d’activité optique n’ont révélé une quelconque abrupte transition, tout

comme les résultats de fluorescence.

Devant de tels résultats, il convient donc de déduire que le comportement observé est

probablement du à une augmentation progressive de la population de molécules

tipzt2 dénaturée par la concentration croissante de GdnHC1 (ce qui correspondrait à

une transition très large et peu coopérative).
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figure 5 — Spectres de dichroïsme circulaire dans l’uv lointain du peptide

trpzip2 (10 j.tM) à différentes concentrations de GdnHC1, dans du tampon

acétate de sodium 25 mM pH 5,0 à 294 K. Les spectres représentent une

moyenne de 15 acquisitions. Les concentrations en GdnHC1 correspondant à

chaque spectre sont indiquées à côté des maxima d’activité optique (traits

verticaux).
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Figure 6 — Ellipticité molaire (•, axe de gauche) et longueur d’onde

correspondant au maximum d’activité optique (Â, axe de droite) du peptide

rrpzip2 (10 tM) en fonction de la concentration de GdnHCI, dans du tampon

acétate de sodium 25 mM pH 5,0 à 294 K.
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3.5 Effet de l’insertion du trpzip2 à l’extrémité C-terminale de

l’ubiquitine : caractérisation des mutants yUbiF45W-D1 et

yUbi-D 1

Afin de confirmer la validité de la stratégie employée, il convenait de s’assurer

d’abord que l’insertion du trpzip2 à l’extérieur de la structure de l’ubiquitine

n’affecte pas son repliement avant d’étudier l’impact d’une insertion dans la structure

elle-même. Des expériences de repliement et de dénaturation sur un appareil de type

stopped-flow ont ainsi été réalisées sur les mutants yUbiF45W-D 1 et yUbi-D 1, qui

comportent le peptide inséré à leurs extrémités C-terminales. Ces expériences ne

diffèrent en rien de celles qui ont été effectuées afin de caractériser le repliement de

yUbiF45W (voir la sous-section 3.3 ci-haut).

Le mutant yUbiF45W-D1 comporte un tryptophane interne, lequel permet de

détecter aisément la transition entre les formes natives et dénaturées de la protéine. Il

est certain que les quatre tryptophanes du trpzz2 contribuent à l’intensité de

fluorescence totale du signal observé par le photomultiplicateur du stopped-fiow en

augmentant les niveaux de fluorescence basaux des états natifs et dénaturés. Par

contre, il ne pouvait pas être exclu que ces tryptophanes externes soient insensibles à

une quelconque transition du reste de la structure. Ne pouvait également pas être

écartée l’hypothèse, bien qu’improbable, que le repliement du trpzip2 lui-même, de

façon distincte du reste de la protéine, puisse être observé par ces tryptophanes. Si

ces hypothèses s’étaient avérées exactes, la relaxation suivant les sauts de

dénaturants aurait pu générer des traces correspondant à des phénomènes parallèles

suivis simultanément par plusieurs sondes fluorescentes, ce qui aurait pu fortement

compliquer la modélisation et l’analyse.

Par contre, cette possibilité ne s’est pas confirmée, et les traces de relaxation pour le

repliement et la dénaturation ont été très semblables à celles qui ont été observées

pour yUbiF45W, et ont pu très aisément être modélisées selon l’équation générale (1)

(voir la sous-section 5.9.1). Il est par contre à noter que les intensités de
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fluorescences extrapolées à un temps infini sont considérablement plus intense pour

yUbiF45W-Dl que pour yUbiF45 W, surtout à haute concentration de GdnHC1, alors

que la protéine est complètement dénaturée. Ceci est dû au bruit de fond que génère

la fluorescence des quatre tryptophanes du trpzt2. La soustraction des niveaux de

fluorescence de base des états dénaturés et natifs de chaque protéine par l’équation

(9) permet néanmoins la conversion des données brutes de fluorescence en fraction

de protéine repliée en fonction de la concentration de dénaturant, ce qui permet une

comparaison aisée entre les comportements à l’équilibre des deux protéines.

Les résultats ont été ensuite transformés et modélisés, tel que décrit dans la section

5.9, pour correspondre à un modèle à deux états. L’aboutissement de ces

transformations est illustré dans les figures 7 et 8 ainsi que dans le tableau 4, qui

résume les paramètres physiques de yUbiD45W-Dl et les compare à ceux de

yUbif45W.
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Figure 7 — Courbe d’équilibre de yUbiF4SW-Dl à 298K dans du tampon acétate

de sodium 25 mM pH 5,0, tirée des intensités de fluorescence extrapolées à

l’infini des traces de relaxation cinétique de dénaturation. Les données brutes

ont été converties en fraction de la population de protéines qui est repliée tel que

décrit dans la sous-section 5.9.3 du chapitre 5 - Matériels et méthodes. La trace

pleine représente la relation modélisée entre la fraction de yUbiF45W-Dl

repliée et la concentration de GdnHCI selon un système en deux états, alors que

la trace pointillée indique à titre comparatif la relation correspondante pour

yUbiF45W, tel qu’obtenu dans la figure 2. Cette trace s’avère pratiquement

impossible à distinguer de celle obtenue ici pour yUbiF45W-Dl.
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Figure 8 — Courbe de Chevron de yUbiF45W-D1 à 298K dans du tampon

acétate de sodium 25 mM pH 5,0. Les expériences de repliement ont généré des

traces cinétiques contenant plusieurs phases; deux d’entre elles, possédant une

faible amplitude, soient respectivement 1-5% et 10-20% de l’amplitude totale de

la relaxation, n’ont pas été indiquées dans la figure par souci de clarté. Les

constantes de vitesse de la phase principale de repliement (•, 75-85% de

l’amplitude totale) et de la dénaturation () ont été modélisées en fonction de la

concentration de GdnHCl selon un système en deux états (trait plein), tel que

décrit dans sous-section 5.9.2 du chapitre 5 - Matériels et méthodes. Le trait

pointillé indique à titre comparatif la relation obtenue avec yUbiF45W ne

comportant pas de trpzip2 tirée de la figure 3.
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Tableau 4 - Résumé des propriétés biophysiques de yUbïF45W-D1 à 298K dans

du tampon acétate de sodium 25 mM pH 5,0. Les paramètres pour yUbiF45W

ont été indiqués à titre comparatif et sont tirés du tableau 3. Les paramètres de

yUbif45W-D1 ont été dérivés des figures 7 (équilibre) et $ (cinétique), tel que

décrit dans les sous-section 5.9.2 et 5.9.3 du chapitre 5 - Matériels et méthodes.

Le paramètre kr(0) représente la constante de vitesse de repliement extrapolée

en absence de dénaturant ; k(0) représente la constante de vitesse de

déptiement extrapolée en absence de dénaturant; mr représente la pente de la

relation entre le logarithme de la constante de vitesse de repliement et la

concentration de dénaturant ; md représente la pente de la relation entre le

logarithme de la constante de vitesse de dépliement et la concentration de

dénaturant ; AG(0) représente l’énergie libre que la protéine gagne à se replier

en absence de dénaturant ; m représente la pente de la relation entre l’énergie

libre que gagne la protéine à se replier et la concentration de dénaturant et

finalement, C50% représente la concentration de dénaturant nécessaire pour

dénaturer la moitié de la population de protéines.
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II ressort clairement de ces résultats que l’insertion du trpzip2 à l’extrémité

C-terminale ralentit légèrement la vitesse de repliement de la protéine, mais la vitesse

de dénaturation s’en trouve également réduite du même facteur, ce qui produit une

stabilité pratiquement inchangée. Tel qu’observé dans les figures 8 et 9 et le tableau

3 respectivement, les courbes de Chevron de yUbiF45W et de yUbif45W-Dl sont

très semblables, leurs courbes d’équilibre totalement superposables et leurs

paramètres thermodynamiques identiques. De ceci il est possible de tirer deux

conclusions 1) l’insertion du peptide tipztp2 à l’extrémité C-terminale n’affecte que

légèrement les vitesses de repliement et de dénaturation de la protéine, n’affecte ni sa

stabilité, ni ses valeur m, mr et md, et ne perturbe pas son mécanisme de repliement;

2) la transition observée par le photomultiplicateur à fluorescence du stopped-fiow

témoigne bien uniquement d’une transition de l’ubiquitine elle-même, détectée par le

tryptophane 45, et non des phénomènes reliés au repliement du tipzip2 en tant

qu’entité distincte.

Il était donc légitime de s’attendre à ce que pour le mutant yUbi-DÏ, lequel ne

comporte pas de tryptophane 45, il soit impossible d’observer une quelconque

transition entre les formes dénaturée et native. Contrairement à ces attentes, une

variation d’intensité de fluorescence a été observée pour les expériences de

repliement et de dénaturation, mais elle s’avère très faible, complexe et difficile à

modéliser selon l’équation générale (1). Les très faibles amplitudes des relaxations

observées, le bruit très important qui découle de la faiblesse du signal, la difficulté

conséquente à déterminer efficacement le nombre de phases (n) observées (à la fois

pour les expériences de dénaturation et de repliement) ainsi que les amplitudes à

signes opposées entre certaines phases empêchent le tracé d’une courbe de Chevron.

Par contre, les intensités de fluorescence au temps infini (à l’équilibre) peuvent

néanmoins être extraites des traces. Ces données brutes sont illustrées dans la figure

9 ci-dessous, et il n’a pas été possible de les modéliser selon les équations (6), (7),

(9) et (10) en courbe d’équilibre à deux états.
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Figure 9 — Intensités de fluorescence extrapolées au temps infini des traces

cinétiques de dénaturation de yUbi-Dl en fonction de la concentration de

GdnHCY, à 298 K dans du tampon acétate de sodium 25 mM pH 5,0.
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Quelle est donc l’origine de la variation de signal observée, aussi faible soit-elle?

Deux sources de fluorescences sont possibles : la tyrosine 59, et les quatre

tryptophanes du trpzzp2.

Des expériences réalisées antérieurement sur Ï’ubiquitine de mammifères en utilisant

la fluorescence de la tyrosine 59 ont effectivement révélé une faible transition entre

les formes native et dénaturée de la protéine [79]. Par contre, dans la structure

native, la tyrosine 59 est située à moitié exposée au solvant; elle se trouve donc à

être une piètre sonde fluorescente, qui ne peut témoigner efficacement de la

formation du coeur hydrophobe de la protéine, contrairement au tryptophane 45 qui, à

défaut d’être situé complètement dans le coeur hydrophobe de la protéine, possède

néanmoins une chaîne latérale qui y pointe directement. De plus, l’intensité de

fluorescence de la tyrosine 59 chez l’ubiquitine se révèle très sensible au pH entre 3

et 5, ce qui pourrait signifier que les imprécisions observées dans les traces de

fluorescence soient dues à un contrôle insuffisant du pH des échantillons protéiques

et des solutions de GdnHC1, malgré les précautions qui ont été prises en ce sens.

Par ailleurs, le maximum d’émission pour la tyrosine est 303 nm ; les expériences de

stopped-flow ayant toutes été réalisées en utilisant un filtre qui coupe les longueurs

d’onde inférieures à 320 nm, la majorité du signal de fluorescence émis par la

tyrosine 59 se trouve donc éliminée par le filtre. Il est donc fort logique et probable

que la variation de signal observée provienne de la tyrosine 59, mais que celui-ci soit

trop faible et imprécis pour obtenir des traces claires. Une telle variation de

fluorescence impliquant la tyrosine 59 devrait logiquement être observable

également chez yUhif45W et yUhif45W-Dl, mais le signal relié à celle-ci est

probablement noyé par celui beaucoup plus intense émanant du tryptophane 45.

Par ailleurs, Briggs et Roder ont publié en 1992 que la formation de la boucle

périphérique contenant la tyrosine 59 survenait après la phase majeure et coopérative

de repliement de la structure [78]. Ceci pourrait également expliquer pourquoi les

données de la figure 9 sont difficiles à modéliser; les événements relatifs à la
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variation d’insensité de fluorescence de la tyrosine 59 pourraient très bien ne pas être

indicatifs d’une transition de la structure globulaire de la protéine, la formation de la

boucle et du reste de la structure n’étant pas simultanés.

3.6 Effet de l’insertion du peptide trpzip2 au sommet du premier

beta-hairpin de I’ubiquitine: caractérisation des mutants yUbi

Al et yUbiF45W-A1

Les mutants yUbi-Al et yUbiF45W-Al comportent le peptide trpzz2 inséré au

sommet du premier f3-haiipin. Ceux-ci ont été soumis aux mêmes expériences que

pour yUbiF45W, yUbif45 W-Dl et yUbi-Dl et les résultats sont illustrés dans les

figures 10 (équilibre), 11 (cinétique) ainsi que dans le tableau 5.

Par contre, bien que les traces de fluorescence cinétique aient dans tous les cas pu

être modélisées selon l’équation générale (1), les données obtenues sont nettement

plus imprécises que celles obtenues pour yUbiF45W et pour yUbif45W-Dl, surtout

dans les premières millisecondes des réactions. Des signaux erratiques et irréguliers,

voire carrément aléatoires y sont alors observés, ce qui amène à penser qu’il s’agit de

défaillances techniques du mécanisme de l’appareil. Il en résulte une grande

difficulté à modéliser la phase très rapide du repliement pour les basses

concentrations de GdnHC1, car les réactions observées s’approchent de la limite de

détection de l’appareil.

Il est d’ailleurs possible d’observer une déviation de la linéarité parfaite de la relation

entre le logarithme de la constante de vitesse de repliement et la concentration de

GdnHCl pour des concentrations inférieures à 1M (roÏÏover) sur la courbe de

Chevron de yUbi-AÏ et yUbiF45 W-AÏ (figure 11). Ces points, bien qu’illustrés dans

la figure 11, n’ont d’ailleurs pas été considérés pour la modélisation selon l’équation

(2) pour le tracé de la courbe de Chevron. Les travaux de Krantz et Sosnick ont

démontré que chez l’ubiquitine de mammifère f45W, la déviation de la linéarité de
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la courbe de Chevron, de même que la perte d’amplitude du signal à faible

concentration de dénaturant, phénomènes d’abord observés par Khorasanizadeh et

cou. t75], étaient en fait imputables au temps mort trop long de leur appareil de

stopped-ftow, ce qui empêchait de distinguer les phases très rapides du repliement

{76]. Or, les imprécisions ici observées ont justement empêché la modélisation des

premières millisecondes de la réaction, ce qui revient donc à considérablement

augmenter le temps mort, abaisser par conséquent la limite de détection de l’appareil

et ainsi suggérer probablement à tort la présence d’un intermédiaire de repliement,

car les phases rapides à amplitude importante sont alors perdues dans le temps mort.

Par contre, il est presque certain que si les traces obtenues avaient été plus précises,

ou alternativement si un appareil comportant un temps mort plus petit avait été utilisé

pour ces expériences, il aurait été possible de décomposer la phase très rapide du

repliement en deux phases (ou plus), l’une plus lente avec plus faible amplitude, et

l’autre rapide qui aurait parfaitement épousé la relation linéaire entre k,- et la

concentration de GdnHCl prévue par l’équation (2).

Il est par ailleurs surprenant de constater que même sans tryptophane en position 45

chez le mutant yUbi-Al, suivre efficacement et précisément le repliement est

possible en utilisant la fluorescence des tryptophanes du ttpzz2, et ce malgré leur

position à l’extérieur de la structure. Ceci est d’autant plus surprenant que chez le

mutant yUbi-D 1, ces tryptophanes extérieurs sont incapable de détecter la transition.

Il est possible qu’un phénomène de FRET entre les tryptophanes et la phénylalanine

4 située à proximité soit à la source de cette sensibilité des tryptophanes. Les états

natifs et dénaturés du mutant yUbiF45W-Al possèdent bien entendu des niveaux de

fluorescence basaux plus élevés que ceux de yUbi-Al en raison du tryptophane

additionnel; toutefois, si ce n’est de cette différence, les traces de fluorescence pour

yUbiF45 W-Al sont très semblables à celles de yUbi-A1, et ce malgré la présence

d’une seconde sonde fluorescente située à un endroit différent de la structure. Ce

tryptophane additionnel aurait pu fortement complexifier l’analyse; or II n’en fut

rien. Si deux phénomènes distincts ont possiblement pu être suivi par l’utilisation

conjointe des deux sondes situées à deux endroits différents, ces phénomènes sont
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vraisemblablement simultanés, ce qui affirme la légitimité d’utiliser un modèle

cinétique en deux états, et indique que le repliement du tipzip2 se fait de façon

concertée avec le reste de la protéine.

Tel qu’illustré dans les figures 10 et 11 ainsi que dans le tableau 5, l’insertion du

peptide trpztp2 en position A entraîne une spectaculaire augmentation d’un facteur

de li de la constante de vitesse de repliement de l’ubiquitine en absence de

dénaturant (kf(0)) ainsi qu’une nette augmentation d’environ 15 à 25% de sa

stabilité (AG(O) ) par rapport à yUbif45W sans trpzip2.
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Figure 10 — Courbe d’équilibre de yUbi-A1 (•, trait plein) et yUbiF45W-A1 (O,

petits pointillés) à 298K dans du tampon acétate de sodium 25 mM pH 5,0, tirée

des intensités de fluorescence extrapolées à l’infini des traces de relaxation

cinétique de dénaturation. Les données brutes ont été converties en fractions de

la population de protéines qui est repliée tel que décrit dans la sous-section 5.9.3

du chapitre 5 - Matériels et méthodes. Les traces représentent la relation

modélisée entre la fraction de chaque protéine repliée et la concentration de

GdnHC1 selon un système en deux états. La trace à gros pointillés indique à

titre comparatif la relation obtenue pour yUbiF45W tirée de la figure 2.
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Figure il — Courbe de Chevron de yUbi-Al (symboles pleins, trait plein) et

yUbiF45W-Al (symboles vides, petits pointillés) à 298K dans du tampon acétate

de sodium 25 mM pH 5,0. Les expériences de repliement ont généré des traces

de relaxation cinétique comportant plusieurs phases; trois d’entre elles,

possédant de faibles amplitudes dont le total représente moins de 40% de

l’amplitude totale de la relaxation, n’ont pas été indiquées dans la figure par

souci de clarté. Les constantes de vitesse de la phase principale de repliement

(cercles) et de dénaturation (carrés) ont été modélisées en fonction de la

concentration de GdnHCl selon un système en deux états, tel que décrit dans La

sous-section 5.9.2 du chapitre 5 - Matériels et méthodes. Il est à noter que les

points correspondant à une concentration de GdnHCl inférieure à 1M n’ont pas

été modélisés car ils représentent une déviation de la linéarité. Le trait à gros

pointillé indique à titre comparatif la relation obtenue avec yUbiF45W ne

comportant pas de tipziv2 tirée de la figure 3.
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Tableau 5 - Résumé des propriétés thermodynamiques et cinétiques de yUbi-A1

et yUbiF45W-A1 à 298K dans du tampon acétate de sodium 25 mM pH 5,0. Les

paramètres pour yUbiF45W ont été indiqués à titre comparatif et ont été tirés

du tableau 2. Les paramètres de yUbi-A1 et yUbiF45W-A1 ont été dérivés des

figures 10 (cinétique) et 11 (équilibre) tel que décrit dans les sous-sections 5.9.2

et 5.9.3 du chapitre 5 - Matériels et méthodes. Le paramètre kr(O) représente la

constante de vitesse de repliement extrapolée en absence de dénaturant; kd(O)

représente la constante de vitesse de dépliement extrapolée en absence de

dénaturant; mr représente la pente de la relation entre le logarithme de la

constante de vitesse de repliement et la concentration de dénaturant ; md

représente la pente de la relation entre le logarithme de la constante de vitesse

de dépliement et la concentration de dénaturant; AG(O) représente l’énergie

libre que la protéine gagne à se replier en absence de dénaturant; m représente

la pente de la relation entre l’énergie libre que gagne la protéine à se replier et

la concentration de dénaturant et finalement C50% représente la concentration

de dénaturant nécessaire pour dénaturer la moitié de la population de protéines.
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D’autre part, ces résultats révèlent une stabilité et une C50%, qui, bien que très

semblables, sont légèrement supérieurs chez yUbif45W-A1 comparativement à

yUbi-Al, inversement à ce qui avait été observé pour mUbiF45W vs mUbi {73]. Il

est probable que de légères variations de structure fine induites par l’insertion du

trpztp2 puissent faire varier l’effet des mutations chez les différents ubiquitines. Il

apparaît néanmoins que les paramètres thermodynamiques (zG(O) et m) ne sont que

très légèrement affectés par la mutation f45—W chez yUbi-A1. Il est toutefois

surprenant de constater que le t\G(O) et le m tiré des traces d’équilibre de

yUbiF45W-Al sont inférieurs d’environ 14% aux mêmes paramètres issus des traces

cinétiques. Il est possible que la difficulté à clairement définir les niveaux de

fluorescence basaux des états natifs et dénaturés de yUbiF45 W-Al chez les données

brutes de fluorescence à l’équilibre soit à l’origine de cette imprécision. Les données

brutes de fluorescence extrapolées au temps infini sont par ailleurs disponibles en

appendice IV.

Il est encore plus surprenant de constater que le comportement cinétique de

yUbiF45W-Al et celui de yUbi-A1 diffèrent significativement. La figure 10 et le

tableau 5 révèlent des constantes de vitesse de repliement en absence de dénaturant

(kr(O)), ainsi que des pentes de la relation entre le logarithme de la constante de

vitesse de repliement et de la concentration de dénaturant (mr) pratiquement

identiques entre les deux mutants, ce qui indique que la mutation F45—W n’affecte

pas le repliement de yUbi-A 1. Bien que les pentes de la relation entre le logarithme

de la constante de vitesse de dénaturation et de la concentration de dénaturant (md)

soient également très similaires, la constante de vitesse de dénaturation en absence de

dénaturant (kd(0) ) de yUbi-A1 est presque trois fois supérieure à celle de

yUbiF45W-A1. Cette observation explique pourquoi yUbif45W-Al apparaît plus

stable que yUbi-Al sur la courbe d’équilibre.

Khorasanizadeh et coli. ont caractérisé l’effet à l’équilibre de la mutation F45—W

chez l’ubiquitine de mammifère [73] mais aucune étude ne semble avoir été publiée

afin d’évaluer l’impact cinétique de la mutation, probablement en raison de la
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difficulté d’étudier par fluorescence le repliement de l’ubiquitine en absence de

tryptophane interne. La présence d’une sonde située à un autre endroit de la structure

permet ici de réaliser cette comparaison, mais il est douteux que le résultat soit

transposable chez yUbi et mUbi en raison de la perturbation probable qu’occasionne

l’insertion du trpztp2 chez la structure fine et chez les paramètres thermodynamiques

de la protéine.



4 — Discussion
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4.1 Succès de la stratégie de mutagénèse

Tel qu’illustré dans le tableau 2, la stratégie de mutagénèse employée nécessiterait

certainement une certaine optimisation, car la construction de nombreux clones n’a

pu être complétée. Ceci amène donc de sérieuses difficultés quant à savoir si les

schémas d’insertion planifiés du trpzip2 à chaque position, du plus rigide (1) au

moins rigide (3) étaient appropriés et justifiés. Certes, l’insertion du peptide selon le

schéma le plus rigide en position A (yUbi-Al) a produit des résultats significatifs

(figures 10, 11 et tableau 5). Mais pour vérifier la justesse de l’élaboration des

schémas, il aurait été intéressant de comparer les résultats de yUbi-Al avec ceux des

mutants yUbi-A2 et yUbi-A3, si ceux-ci avaient été caractérisé. Ces mutants

comportent respectivement une lysine ou une glycine supplémentaire à la jonction du

trpztp2 avec le second brin f3 afin d’introduire un plus grand degré de liberté dans la

chaîne polypeptidique. Quel aurait été l’effet de cette perte de rigidité dans

l’insertion ? Une déstabilisation par rapport à yUbi-A1 en raison de la plus grande

flexibilité de la chaîne polypeptidique dans le /3-hairpin, ou à l’inverse une

stabilisation en raison de perturbations moindres infligées à la structure du reste de la

protéine en conséquence de ce gain de flexibilité?

4.2 Les boucles riches en glycines : un contrôle négatif inapproprié

L’insertion de la boucle riche en glycine à la position A (mutant yUbiF45W-A4)

s’est soldée par un effet beaucoup plus dramatique qu’escompté : la protéine est

manifestement inexprimable. Il était certes attendu que cette insertion déstabilise

fortement la protéine, car 1) notre hypothèse de départ, corroborée par de récents

résultats [63], veut que les tours f3 soient des sites cruciaux pour l’initiation du

repliement, et 2) il a préalablement été proposé que la formation du premier /3-

hairpin de l’ubiquitine soit une étape cruciale du mécanisme de repliement [81].
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La déstabilisation observée ici dépasse par contre toutes les attentes : La bactérie

semble incapable de produire la protéine, et ce malgré une séquence codante et un

promoteur intact. En soi, ceci représente un indice supplémentaire, outre l’effet de

l’insertion du trpzt2 à cet endroit (mutants yUbi-Al et yUbiF45W-Al), de

l’importance de conserver l’intégrité du premier f3-hairpin pour assurer le repliement

de l’ubiquitine.

Par contre, il serait néanmoins souhaitable de pouvoir physiquement observer et

caractériser l’effet que peut avoir une simple déstabilisation, plus légère, de ce tour f3

sur le repliement et il est certain que, pour y parvenir, des mutations beaucoup moins

drastiques devront être envisagées. Il serait possible de simplement muter deux (ou

davantage) résidus du tour en glycines afin d’introduire un plus grand degré de

liberté et d’augmenter l’entropie conformationnelle de la chaîne polypeptidique. Il

serait également possible, à l’inverse, d’introduire des résidus qui possèdent de

grandes restrictions conformationnelles et qui sont ainsi défavorisés dans les tours,

telle la valine [20, 82-83].

Par ailleurs, l’insertion de la boucle riche en glycines en position C (yUbiF45W-C4)

entraîne un effet beaucoup moins dramatique qu’en position A, bien que le produit

lui-même s’avère difficile à purifier, tout comme les mutants yUbi-C1 et yUbiF45W-

Cl. Il est donc légitime de déduire que la formation de cette région de la protéine est

beaucoup moins cruciale pour son repliement que ne peut l’être le premier /3-hairpin.

4 T’4W - ‘1,.,., kiiec ein ii;Sciuiiiw,

Le protocole de purification utilisé ici (décrit dans la section 5.3) requiert la présence

d’une queue de six histidines à l’une des extrémités de la protéine pour une

purification aisée en une seule étape sur une résine contenant de l’acide

nitriloacétique (NTA) et des ions Ni2 qui chélatent les histidines [84]. Il n’est pas

étonnant que la présence de ces six histidines perturbe les propriétés physiques de la
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protéine dans laquelle ils sont insérés, mais de constater une augmentation de la

vitesse de dépliement couplée à une baisse simultanée de vitesse de dénaturation était

plutôt inattendu, et il en résulte une considérable déstabilisation de la protéine à

l’équilibre.

Il convient toutefois d’observer que, si le AG(0) et le C50% sont tous deux affectés par

la présence du his-tag, la valeur m ne change pas. Cette valeur représente la pente de

la relation linéaire entre l’énergie libre que la protéine gagne à se replier et la

concentration de dénaturant, et est significativement corrélée avec la surface que la

protéine expose au solvant suite à la dénaturation [85]. De plus, on observe dans la

courbe de Chevron (figure 11) des droites de repliement et de dénaturation de

yUbiF45W et yUbiF45W-his qui sont pratiquement parallèles et possèdent des

pentes md et mr très semblables. Il en résulte que le ratio (mr / m), une valeur qui

correspond au degré d’ouverture de l’état de transition (symbolisée par Ç3T) [25], ne

varie pratiquement pas entre yUbiF45W et yUbif45W-his. Il apparaît donc que le

mécanisme interne de repliement de la protéine ne soit pas affecté par la présence du

his-tag.

La cause de cette déstabilisation est donc extérieure à la protéine elle-même. Il faut

d’ailleurs noter que les expériences ont toutes été réalisées dans du tampon acétate de

sodium 25 mM pH 5,0, car c’est dans ces conditions que plusieurs caractérisations

antérieures du mécanisme de repliement de l’ubiquitine ont été réalisées [73-77]. Or,

le pKa de l’azote 3 du cycle imidazole de l’histidine est 6,04 [86], ce qui signifie que

dans les conditions expérimentales ici utilisées, les six résidus histidines seront

chargés positivement. Il en résulte une très haute concentration effective de charges

positives dans le solvant près de l’extrémité N-terminale de la protéine, ce qui

entraîne alors une perturbation locale des propriétés du solvant qui déstabiliserait la

formation de cette région de la protéine. Outre cet effet sur le solvant, les charges

positives des histidines et de la lysine 63, située à proximité de l’extrémité N

terminale dans la structure native, subiront mutuellement une répulsion ; or la portion

hydrophobe de cette lysine fait contact avec la chaîne hydrophobe de la
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méthionine 1, et il est probable qu’une répulsion de la lysine 63 perturbe le packing

serré dans cette région de la protéine, ce qui exposerait potentiellement des groupes

hydrophobes au solvant et contribuerait également à diminuer la stabilité.

Les figures 10 et 11, le tableau 5, de même que des résultats publiés antérieurement

[81], ont révélé l’importance de la région N-terminale de l’ubiquitine pour le

maintien d’une stabilité optimale. Il serait donc légitime de tenter de placer les

histidines à l’extrémité C-terminale de l’ubiquitine, laquelle comporte deux glycines

qui sont situées à l’extérieur de la structure. Ceci pourrait potentiellement réduire la

déstabilisation en plaçant les charges et la perturbation résultante du solvant plus loin

du premier $-hairpin.

Malgré le fait que la présence de la queue d’histidines à l’extrémité N-terminale de la

protéine engendre une déstabilisation de la structure native, l’intégrité du mécanisme

de repliement propre à l’ubiquitine de levure ne semble néanmoins pas compromis.

Puisque la présence des charges n’affecte pas le mécanisme de repliement, la

protéine s’avère donc un bon modèle de départ pour l’insertion de trpzip2. Il aurait

certes été très laborieux de purifier les mutants par un protocole multi-étapes

classique, car si un tel protocole est bien défini pour l’ubiquitine elle-même [77], il

en est tout autrement pour des mutants dont les propriétés n’ont pas encore été

déterminées. De plus, ce protocole requiert, chez la protéine à purifier, une très haute

stabilité, alors qu’il était attendu que plusieurs mutants possèdent une stabilité

considérablement moindre que l’ubiquitine type sauvage en conséquence de

l’insertion. Ceci constituait un autre incitatif à utiliser la purification par résine Ni

NTA-agarose et à donc à conserver ces résidus histidines.

Si une telle mesure s’était avérée absolument nécessaire, le clivage de la queue

d’histidines par des protéases telles la thrombine ou le facteur Xa (sur colonne) aurait

pu être envisagé. Cette mesure aurait toutefois nécessité une modification au vecteur

d’expression afin d’y inclure les séquences de clivage consensus entre les histidines

et la protéine (LVPRGS pour la thrombine, IEGR.L pour le facteur Xa). De plus,
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une étape additionnelle de purification aurait été nécessaire pour séparer la protéase

de la protéine d’intérêt à la suite du clivage et pour changer le solvant par dialyse

(ces protéases ne fonctionnent pas dans l’acétate de sodium à pH 5 et leur site actif

est dénaturé en présence de O,5M GdnHCI). Le clivage par un agent chimique

oxydant tel le bromure de cyanogène (cyanogen bromide - CNBr) [113] ne

nécessiterait qu’une modification très légère du vecteur afin d’y insérer une

méthionine entre les histidines et l’ubiquitine, mais il semble contre-indiqué ici. En

effet, ce réactif a également tendance à s’attaquer aux groupement indole

tryptophanes et il clivererait probablement la méthionine 1 de l’ubiquitine. Enfin, un

autre type de tag moléculaire qui aurait pu faciliter la purification, tel FLAG [1141,

aurait également pu accomplir un rôle similaire aux histidines sans pour autant

introduire des effets de charge nuisibles dans le solvant, rendant ainsi le clivage

superflu.

Par ailleurs, il faut remarquer que la diminution de la constante de vitesse de

repliement conséquente à la présence des histidines n’apporte pas que des

désavantages. L’accélération du repliement observé pour les mutants yUbi-A1 et

yUbiF45W-A1 s’approche dangereusement de la limite de détection de notre

appareil, et en absence de his-tag, ces vitesses de repliement auraient été encore plus

rapides, donc perdues dans le temps mort. Pour cette raison, outre la simplicité du

protocole de purification, la présence de ces résidus histidines s’avère donc

souhaitable.

A A C’ m 111
-T. T ‘-OiOi ccrnCii L U I[ILi.- .Ipxph.

Les difficultés à étudier le repliement et la stabilité du peptide trpzip2 en présence de

GdnHC1 suscitent beaucoup de questions quant à savoir si l’augmentation de la

fluorescence est due à une dénaturation progressive ou simplement à un effet de

solvant. Cochran et collaborateurs ont été aux prises avec un obstacle semblable au

cours de leurs études de dénaturation thermique une transition d’apparence très
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large, mais il leur a néanmoins été possible de définir un niveau d’activité optique

basal pour l’état dénaturé qui permettrait la modélisation selon l’équation d’une

courbe d’équilibre semblable à l’équation (6) [80]. En effet, en utilisant deux

peptides représentant chacun la moitié du trpzip2 (SWTWEN et GKWTWK),

lesquels sont incapables de se replier, il a été possible de tracer un niveau basal

d’activité optique en fonction de la température pour le peptide dénaturé. Il serait

sans doute possible de définir de manière similaire un niveau basal de fluorescence

en fonction de la concentration de GdnHC1. Ceci permettrait de résoudre la nature de

l’augmentation de fluorescence une fois pour toutes et, s’il était établi qu’il s’agit

bien du signe d’une transition entre formes native et dénaturée, de modéliser la

fluorescence selon les équations (6), (7) et (10) et de tracer une courbe d’équilibre du

peptide.

D’autre part, les données de la figure 4 laissent entendre que le niveau de

fluorescence basal de l’état dénaturé du peptide pourrait ne pouvoir être décrit par

une simple relation linéaire entre l’intensité de fluorescence et la concentration de

GdnHCl [87], contrairement à ce que supposent les équations décrites dans le

chapitre 5 - Matériels et Méthodes. Il en résulterait une imprécision pour la

modélisation des niveaux basaux des états dénaturés. Les données de fluorescence

brutes extrapolées à l’infini des mutants comportant un tipzip2, modélisées selon les

équations (6) et (7) (disponibles en appendice IV) démontrent la difficulté de

modéliser précisément les niveaux basaux de ces protéines selon une relation linéaire

de type y = c + dx. Un niveau de précision supplémentaire pourrait donc être gagné

au niveau de la modélisation des paramètres thermodynamiques à l’équilibre s’il était

possible de définir correctement la nature du niveau basal de fluorescence du trpzzp2

(inséré dans ces protéines) en fonction de la concentration de GdnHCl.

Considérant toutes ces difficultés reliées à la fluorescence des tryptophanes, il

convient de réfléchir quant à savoir si cette méthode était le meilleur choix de sonde

pour suivre le repliement du trpzip2 et, par conséquent, celui des mutants. Le

dichroïsme circulaire (cinétique et à l’équilibre), tel qu’utilisé par Cochran et colI.
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pour l’analyse des peptides [80] pourrait être une alternative intéressante, bien que

cette technique soit typiquement moins sensible que la fluorescence et nécessite une

concentration de protéine plus élevée, qui pourrait alors être sujette à des

phénomènes d’agrégation. Des analyses par résonance magnétique nucléaire

dynamique [88-90] pourraient également permettre le suivi du repliement à

l’équilibre, et ce à des vitesses beaucoup plus rapides que celles détectables par des

expériences cinétiques classiques en utilisant un appareil de stopped-ftow. Il est

même probable que cette technique permette le suivi des caractéristiques de

repliement du trpzz2 seul. Par contre, encore davantage que pour le dichroïsme

circulaire, la résonance magnétique nucléaire est une technique peu sensible qui

demanderait une très haute concentration de protéine et/ou de peptide. De plus, il

serait nécessaire d’utiliser du solvant et du GdnHC1 deutérés (2H). Ces facteurs, en

plus de la complexité d’analyse des signaux de résonance magnétique nucléaire,

rendent la technique moins séduisante qu’elle ne le paraît au premier abord.

4.5 Légitimité d’utiliser un modèle en deux états

Il a été préalablement établi que le repliement de l’ubiquitine de levure f45W suivi

par fluorescence du tryptophane peut être décrit selon un modèle en deux états [77],

tout comme celle provenant du gène de mammifère [76]. L’observation de plusieurs

phases exponentielles au cours du repliement ne doit pas nécessairement être

interprétée comme étant un signe de la présence d’intermédiaires. En effet, au moins

une de ces phases pourrait bien correspondre à un phénomène d’isomérisation de

prolines (l’ubiquitine de levure en comporte 2, P37 et P3 8), par lequel une fraction de

la population de protéines est incapable de se replier en raison d’un ou plusieurs liens

peptidiques en conformation non-native. Bien que les liens peptidiques situés en

amont des résidus prolines soient davantage susceptibles à contenir une haute

population de conformères cis, les autres types de résidus peuvent également causer

l’apparition de phases exponentielles additionnelles au cours du repliement [91-92],

qui mènent alors à l’observation de phases exponentielles multiples. Ces phases
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exponentielles possèdent une amplitude relativement faible (typiquement 5 à 10% de

l’amplitude totale) comparativement à la phase principale, qui correspond à la

transition en deux états.

Il faut également se rappeler que l’état dénaturé n’est pas un ensemble homogène

totalement dépourvu de structure, tel qu’originalement proposé, mais plutôt un ou

des ensembles de conformères semblables mais distincts en équilibre [43]. Cette

hétérogénéité présente dans l’état dénaturé signifie que certaines populations de

molécules emprunteront des voies de repliement distinctes vers le fond de l’entonnoir

d’énergie libre (folding free energy funnel), ce fond (minimum d’énergie)

correspondant à la forme native de la protéine [93]. Les techniques de suivi du

repliement ici utilisées ne permettent pas d’observer le comportement individuel des

molécules, mais uniquement de décrire le comportement global d’un ensemble de

molécules. Si l’état dénaturé ne comporte qu’un seul ensemble de molécules

groupées en conformères semblables en équilibre rapide sans haute barrière d’énergie

entre eux, le comportement global au cours du repliement est alors relativement

uniforme et une seule phase exponentielle peut alors être observée. Par contre, des

molécules groupées en différents ensembles séparés par une barrière d’énergie libre

relativement élevée (comme par exemple l’énergie d’activation nécessaire pour

permettre la rotation d’un lien peptidique [92]) mèneront à l’obtention de phases

exponentielles distinctes pour chaque ensemble. Cette multitude de phases ne

correspond donc pas forcément à un intermédiaire présent dans l’entonnoir d’énergie,

mais plutôt à une multitude de points de départs possibles de la réaction de

repliement, conséquence de l’hétérogénéité de l’état dénaturé. Inversement, les

phénomènes de dénaturation sont tous initiés à partir d’un ensemble de molécules

très homogène, l’état natif de la protéine, et une seule phase exponentielle est alors

observée.

Par ailleurs, il se pourrait que certains événements mineurs du repliement dans des

sous-régions spécifiques de la protéine surviennent après la transition principale, tel

que décrit précédemment t7$], des phénomènes qui génèreraient donc des
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hétérogénéités dans le processus de repliement lui-même après l’atteinte de l’état de

transition, sans toutefois indiquer la présence d’un intermédiaire à proprement parler,

ni désavouer le modèle en deux états du repliement global de la structure.

Alors qu’en est-il pour les mutants yUbi-Al et yUbiF45W-Al ? L’application d’un

modèle en deux états correspond-il à la réalité? L’insertion du trpzip2 ne risquerait-

elle pas de mener à l’apparition d’un intermédaire? De tels signes (perte

d’amplitude et déviation de la linéarité de mr à basse concentration de GdnHC1) ont

été observés, mais attribués à la perte des phénomènes rapides dans le temps mort de

l’appareil [76]. Il semblerait donc que la présence d’intermédiaires n’a pas été

détectée en suivant le repliement par les deux sondes utilisées (tryptophanes 45 et/ou

tryptophanes du trpzt2).

Toutefois, tel que publié récemment [94], des effets de population peuvent déguiser

la présence des intermédiaires selon la localisation dans la structure de la sonde

fluorescente. Il serait donc prudent de confirmer l’absence d’intermédiaires chez

yUbi-Al et yUbiF45W-Al par une technique de suivi alternative, par exemple par

dichroïsme circulaire, ainsi que d’utiliser un appareil comportant un temps mort plus

court.

Finalement, il convient de noter que l’absence d’accumulation détectable

d’intermédiaires de repliement ne signifie pas que de telles espèces sont inexistantes.

De plus, il a été démontré que certaines protéines qui avaient préalablement été

caractérisées comme se repliant selon un modèle en deux états camouflent en fait un

intermédiaire faiblement populé difficile à détecter par des méthodes d’analyse

conventionnelles [95].
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4.6 Accélération et stabilisation de l’ubïquitine découlant de

l’insertion du peptide tipzip2 en position A: Comparaison

avec les domaines SH3-Bergerac

La stabilisation et l’augmentation de la vitesse de repliement constaté chez les

mutants possédant un tipzip2 inséré dans le premier tour f3 est similaire à ce qui avait

été observé par Viguera et Serrano avec le peptide BH$ dans un tour f3 chez un

domaine SH3 (Bergerac). L’insertion de BH8 chez SH3 provoque toutefois

l’apparition d’un intermédiaire off-pathway, lequel comporte un contact non-natif,

impliquant l’isoleucine p2 avec un résidu du domaine SH3. Il en résulte donc une

trappe cinétique, laquelle peut-être éliminée en mutant le résidu en alanine, ou encore

stabilisée par l’addition de sulfate de sodium. Ce phénomène est décrit comme étant

une « frustration » par laquelle des contacts non-natifs présents dans l’espace

conformationnel accessible au cours du repliement induisent des imperfections dans

l’entonnoir d’énergie libre. Il est à noter que l’isoleucine p2 est située à la base du

peptide, près de la jonction entre BH$ et SH3. Les autres résidus du peptide ne

forment des contacts qu’entre eux [67].

Viguera et Serrano ont interprété les résultats obtenus avec Bergerac-SH3 comme

étant une extension et une stabilisation du nucteus de repliement par l’insertion du

peptide dans un tour dont la formation avait été préalablement jugée comme une

étape cruciale au repliement en raison de leur valeurs élevées [96-97). Il en résulte

donc, selon les auteurs, que la stabilité du nucteus et de la protéine native sont reliées

directement à la propension des résidus insérés à former une structure de type

f3-hairpin. Mais le peptide conserve-t-il, ne serait-ce que partiellement, sa structure

dans l’état dénaturé? Il est fort probable que ce soit effectivement le cas, à en juger

par le comportement de BH19 en solution [98].

Les résultats ici obtenus avec yUbi-Al et yUbiF45W-A1 sont encore plus

spectaculaires que ceux obtenus avec Bergerac-SH3. Devant ce comportement, force
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est de déduire que le premier f3-hairpin de l’ubiquitine est, tout comme le tour chez

Bergerac-SH3, un site de nucléation formé très tôt dans le processus de repliement.

Ceci en soi n’est pas étonnant, puisque la stabilité de cette sous-région de l’ubiquitine

avait déjà été démontrée [81, 99]. L’augmentation de la vitesse de repliement et de

la stabilité de la protéine est directement reliée à la stabilité de la formation du

trpztp2. Ceci est corroboré par le caractère coopératif du repliement des 13-hairpin tel

que déterminé par des modèles statistiques et expérimentaux [37, 65-66]. Le peptide

BHÏ9, duquel a été dérivé le BH8 que Viguera et Serrano ont inséré dans le domaine

SH3, a été construit à partir de tables de propensions [82, 98]. Il est indéniable que la

propension de cette structure à se replier en f3-hairpin soit élevée, mais la population

de peptide repliée dans l’eau a été estimée par les auteurs à environ 30%,

contrairement au trpzzp2 qui, beaucoup plus stable, est complètement replié dans

l’eau [80].

En fait, la stabilité du peptide trpzt2 est telle qu’il est fort probable que même dans

des conditions hautement dénaturantes (6M GdnHCl), la population de trpzip2

conserve une haute proportion de molécules repliées ou à la limite partiellement

repliées, tel qu’ont été interprétés les résultats de fluorescence du peptide à

l’équilibre dans l’eau (figure 4). Cette sous-région de la protéine est donc hautement

populée en structures quasi-natives au moment de l’initiation du processus de

repliement. Par conséquent, la formation du premier f3-hairpin de l’ubiquitine se

trouverait fortement accélérée comparativement à l’ubiquitine type sauvage. Les

traces de fluorescence cinétique de yUbiF45W-Al indiquent que le repliement de

l’ensemble du noyau hydrophobe de la protéine (dans lequel est enfoui le

tryptophane 45) et la formation du $-haiipin sont des phénomènes quasi-simultanés.

L’accélération de la formation de cette structure se traduit ainsi par une accélération

globale du mécanisme de repliement de tout le reste de la protéine, et non pas

seulement de la région N-terminale. Ces observations expérimentales concordent

bien avec le modèle de nucléation-condensation, où le repliement est un processus

non-hiérarchique. Le f3-hairpin N-terminal constitue probablement chez l’ubiquitine

une plate-forme, un échafaudage à partir duquel le reste de la protéine s’appuie pour
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se replier, par un mécanisme de nucléation-condensation [30]. En accélérant ou en

stabilisant cette étape limitante, on facilite l’atteinte de l’état de transition et accélère

le repliement de l’ensemble de la protéine.

Par contre, il est embarrassant de constater que cette observation ne s’aligne pas avec

le modèle hiérarchique du repliement proposé dans l’hypothèse de départ [41-42].

En effet, aucun brusque élan initial de repliement (burst phase) ni intermédiaire

cinétique n’est observé en conséquence de cette stabilisation du premier /3-hairpin.

L’accélération du repliement n’est pas simplement constatée à un niveau local, mais

dans la totalité de la structure, tel qu’il est possible d’en juger par ces données.

Toutefois, il est également possible que les deux sondes utilisées, soit le tryptophane

45 et les tryptophanes du trpzip2 ne soient pas en mesure de détecter ce burst phase;

l’utilisation d’une autre sonde fluorescencente, par exemple une mutation de la

phénylalanine 4 en tryptophane (F4—*W), située dans le premier /3-hairpin, juste

avant le tour, pourrait permettre de confirmer ou d’infirmer définitivement si un

burst phase est présent dans cette sous-région de la protéine.

Par ailleurs, l’absence de trappes cinétiques observés chez yUbi-A1 et

yUbiF45W-A1 indique que, contrairement à BH8 inséré dans le domaine SH3,

aucune frustration issue de contacts non-natifs ne semble avoir été créée au point

d’avoir un impact détectable sur le comportement cinétique de repliement de la

protéine. Le mécanisme de repliement ne semble pas avoir été perturbé par

l’insertion du tipzz2 à cet endroit, il ne s’en est trouvé qu’accéléré et stabilisé.

Il serait tentant de prévoir l’effet que pourrait avoir l’insertion du trpzip2 dans

d’autres tours 13, des tours qui ne sont probablement pas des sites d’initiation du

repliement et/ou de nucléation, par exemple en position B et C. Stabiliser la

formation d’une structure qui est formée tardivement dans le processus de repliement

risque fort de perturber le mécanisme de repliement, d’en changer le site d’initiation

et la structure de l’état de transition. Ceci pourrait également mener à la formation

d’intermédiaires de repliement on-pathway, ou encore de trappes cinétiques par un
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phénomène de frustration. Par contre, il est peu probable que le repliement et la

topologie de la structure native en soient perturbés, tel qu’il est possible d’en juger

d’après les résultats frappants obtenus par le groupe de David Baker avec les

protéines G et L t60-61].

4.7 Importance des interactions aromatiques

La surprenante stabilité du trp%p2 provient des interactions entre résidus aromatiques

(7r-stacking energy) et de la capacité que procure l’empilement des tryptophanes à

cacher une grande surface ainsi qu’à désolvater la chaîne principale polypeptidique

[$0]. Vu la considérable énergie associée aux interactions de résidus aromatiques

chez les peptides et donc, vraisemblablement chez les protéines, il est légitime

d’avancer que de telles interactions pourraient jouer un rôle crucial dans le

repliement de certaines protéines, car elles semblent beaucoup plus résistantes à la

dénaturation thermique et au GdnHCl que ne le sont les interactions hydrophobes

classiques (aliphatiques). Il semblerait que plusieurs éléments de structure native

résiduelle dans l’état dénaturé de certaines protéines impliquent un ou plusieurs

résidus aromatiques, particulièrement les tryptophanes [100-105]. De plus, outre les

trpzips, les plus petites protéines connues, les cages de tryptophanes (Trp-cage, 20

résidus), contiennent une grande proportion de tryptophanes qui interagissent avec

des prolines, ce qui leur confère une stabilité exceptionnelle pour leur taille [106].

Par contre, avant de généraliser cette particularité des résidus aromatiques, il faut

également noter qu’il existe également des résultats qui, à l’inverse, ne démontrent

aucune structure résiduelle impliquant un ou des résidus aromatiques [107].

Le tryptophane semble par ailleurs former des interactions aromatiques beaucoup

plus fortes que la phénylalanine. Cette particularité permet d’ailleurs de remettre en

question l’effet de la mutation F45—*W chez l’ubiquitine. Si, tel que présenté par

Khorasanizadeh et collaborateurs, l’effet sur la stabilité et la structure native de la

protéine semble minime [73], qu’en est-il de l’impact de cette mutation sur l’état
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dénaturé? Cette mutation d’un résidu aromatique pour un autre affecte-t-elle le

mécanisme de repliement ? Ceci est difficile à démontrer car le repliement de

l’ubiquitine type sauvage sans tryptophane est difficile à suivre par fluorescence. Par

contre, les similarités observées entre yUbiF45W-Al et yUbi-Al (figures 10 et 11 et

tableau 5) nous permettent d’en conclure que le mécanisme de repliement semble

inchangé par la mutation, alors il est probable que la mutation de la phénylalanine en

tryptophane n’affecte pas significativement la structure résiduelle présente dans l’état

dénaturé de yUbi-Al. Par contre, il est intéressant de constater que la protéine

contenant un tryptophane 45 est dénaturée plus rapidement que celle contenant une

phénylalanine, ce qui témoigne de l’impact du changement de l’interaction

aromatique dans l’état natif de la protéine.
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4.8 Conclusion

Les travaux ci-présentés ont été effectués afin de démontrer l’impact que peut avoir

sur le repliement de l’ubiquitine l’introduction de contraintes conformationnelles

dans l’état dénaturé, sous la forme d’une structure autostable indépendante en

/3-hairpin dans les tours F3 de la protéine. Ces insertions entraînent une spectaculaire

stabilisation et accélération du repliement lorsque réalisées dans le premier f3-hairpin

(yUbi-A1 et yUbiF45W-A1), mais les insertions dans les autres tours F3 (positions B

et C) n’ont pas été complétées avec succès. Ceci est dommage car s’il avait déjà été

prédit que le premier /3-hairpin de l’ubiquitine est une sous-région importante du

repliement et conservant une haute proportion de structure native dans l’état

dénaturé, il était attendu qu’il en soit tout autrement pour les positions B et C.

L’insertion des peptides dans ces tours, lequels ne font vraisemblablement pas partie

du noyau de repliement (nucteus), serait donc susceptible de mener à des résultats

beaucoup plus spectaculaires que ceux ici présentés pour le premier hairpin (A), là

où une simple accélération du repliement et stabilisation du nucteus sont constatées,

de façon similaire à ce qu’ont obtenu Viguera et Serrano chez Bergerac-SH3 [67]. Il

conviendrait également, afin de pousser plus loin ces études et de confirmer les

hypothèses qui ont été avancées, outre de compléter les études sur les autres mutants

qui avaient été planifiés, d’analyser la structure de ces mutants par résonance

magnétique nucléaire, et d’effectuer des expériences cinétiques et à l’équilibre avec

suivi par dichroïsme circulaire plutôt que par fluorescence. Éventuellement, il serait

également souhaitable d’utiliser une approche similaire pour introduire des

contraintes conformationnelles chez d’autres protéines afin de valider les résultats

qui ont été et seront obtenus chez i’ubiquitine.



5 - Matériels et méthodes
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5.1 Provenance des gènes

La séquence originale du gène de I’ubiquitine de levure (yUbi) est un don du Dr. Nus

Johnsson (Max-Delbruck-Laboratorium, Kôln, Allemagne). La mutation f45—W et

l’insertion de cette séquence entre les sites uniques NcoI et Hindili d’un vecteur

d’expression pQE-32 (Qiagen, Valencia, CA) modifié ont été réalisées

antérieurement par un étudiant du laboratoire du Dr. Stephen Michnick (Université

de Montréal, Montréal, QC ; département de biochimie). Ce vecteur comporte une

séquence codant pour 6 résidus histidine à l’extrémité 5’ de la cassette d’expression

pour fin de purification à l’aide de résine Ni-NTA-agarose (Qiagen, Valencia, CA).

La carte de restriction et les séquences codantes des vecteurs contenant yUbi et

yUbiF45W sont disponibles en appendice I et II respectivement.

5.2 Insertions des boucles dans la séquence de yUbï

Les insertions dans la séquence codant pour l’ubiquitine ont été réalisées par une

stratégie de PCR sur le vecteur entier, suivie d’une ligation intramoléculaire à

extrémités franches. Un premier oligonucléotide contient la séquence

complémentaire à celle codant pour le peptide à insérer ainsi qu’une séquence

s’appariant sur le brin codant du plasmide immédiatement en amont du site

d’insertion (Tm estimé environ à 58°C). Les codons de la séquence à insérer ont été

choisis en fonction de leur abondance dans le génome d’E. Coli de manière à

maximiser l’expression de la protéine résultante. Un second oligonucléotide ne

contenant pas d’insertion s’apparie quant à lui sur le brin anticodant du piasmide

immédiatement en aval du site d’insertion (Tm estimé environ à 58°C). Les

oligonucléotides (Integrated DNA Technology, Coralville, lA) ont été phosphorylés

par de la 14 Polynucléotides Kinase (Fermentas, Hanover, MD) préalablement à

l’étape de PCR, laquelle a été réalisée dans un appareil MiniCycler (MI Research,

Waltham, MA) pendant 16 à 18 cycles à l’aide de l’enzyme Pfu Turbo (Stratagene,

La Jolla, CA) en présence de DMSO 5%. La matrice originale a ensuite été digérée
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par l’enzyme de restriction DpnI (Gm6ATC, New England Biolabs, Beverly, MA),

qui ne digère que l’ADN méthylé. Le produit de PCR ainsi obtenu a été circularisé

par T4 DNA Ligase (New England Biolabs Beverly, MA) et transformé dans des

cellules E. Cou XL-1 Blue par électroporation et étalé sur un milieu LB-agar

contenant 100 tg/ml d’ampicilline en guise de marqueur de sélection pour le

plasmide pQE-32. La stratégie est schématisée dans la figure 12 et les séquences des

oligonucléotides nécessaires à chaque construction sont disponibles en appendice III.

Les clones ainsi obtenus ont ensuite été criblés par un test d’induction à l’IPTG

0,5 mM pendant 4 heures et les lysats cellulaires chargés sur gel Tricine-SDS-PAGE

afin de confirmer l’expression d’un produit correspondant au poids moléculaire

attendu, soit ceux combinés de l’ubiquitine ( 7,6 kDa) et du peptide trpzip2 ( 1,6

kDa). Un exemple d’un tel criblage est illustré dans la figure 13 ci-dessous. L’ADN

des clones ainsi identifiés comme positifs a ensuite été séquencé à l’aide d’un

séquenceur à électrophorèse capillaire (Li-Cor Biotechnology, Lincoln, NE) afin de

confirmer la présence de la mutation.
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Figure 12 — Stratégie de mutagénèse par laquelle les séquences correspondant

aux peptides ont été insérés dans le gène de I’ubiquitine de levure.

1 - Phosphorylation des oligonucléotides; 2 - PCR; 3 - Digestion Dpn I (digère

pQE-32 méthylé) ; 4 - Ligation franche intramoléculaire du produit de PCR.
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Figure 13 — Lysats cellulaires de bactéries XL-1 induites à l’IPTG 0,5 mM

chargés sur gel tricïne-SDS-PAGE 18% révélé au Bleu de Coomassie. Les puits

2, 4, 6 et 7 contiennent les lysats de clones qui expriment yUbiF45W (sans

trpzip2), et représentent donc des contrôles négatifs. Les puits 1 et 5 contiennent

les lysats de clones de la construction yUbiF45W-A1 qui expriment un produit

qui possède un poids moléculaire plus élevé, soit ceux combinés de J’ubiquitine

et du trpzip2 ; ils représentent donc des clones positifs, qui ont subséquemment

été séquencés. Le puit 3 contient le lysat d’un clone qui n’exprime aucun

produit détectable, donc un clone négatif.
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5.3 Expression et purification des mutants yUbi-Trpzip2 en

conditions natives et dénaturantes

L’expression de yUbif45W ainsi que celles des mutants ont été réalisées à l’aide de

cellules E. Cou BL21 (pRep4) dans 500 mL de milieu TB (1,2 ¾ de bio-tryptone,

2,4 % d’extraits de levures, 0,4 % de glycérol et tampon KH2PO4 / K2HPO4 100 mM

pH 6,0) contenant 100 ig/ml d’ampicilline et 70 ig/ml de kanamycine, avec

agitation à 220 rpm à 37°C. Le milieu a d’abord été inoculé par 10 mL d’une culture

de nuit puis les cellules mises en croissance jusqu’à l’obtention d’une densité optique

à 600 nm de 0,6 (correspondant à la phase de croissance exponentielle).

L’expression de la protéine a ensuite été induite par l’ajout de 0.5 mM d’IPTG au

milieu pendant 4 heures. Les cellules ont subséquemment été concentrées par

centrifugation et entreposées à -18°C jusqu’au lendemain.

Les cellules ont été resuspendues dans 20 ml de tampon de lyse (tampon

Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM pH 8,0, NaC1 300 mM et imidazole 20 mM) et soniquées

4 X 10 s par échantillons de 5 mL sur glace. Les acides nucléiques ont ensuite été

digérés par l’ajout de DNAseI et de RNAse A (Amersham Pharmacia Biotecli,

Piscathaway, NJ) et les échantillons cellulaires centrifugés à 10 000 rpm. Le

surnageant a ensuite été divisé en deux parts égales, puis chacune mélangée à 1 ml de

résine Ni-NTA-agarose (Qiagen, Valencia, CA) pendant 1h à 4°C et coulé sur une

colonne à chromatographie. La colonne a ensuite été lavée par 10 volumes de

tampon de lyse afin d’en retirer les protéines non liées à la résine.

Les colonnes contenant la première moitié des échantillons ont ensuite été lavées par

2 volumes d’eau déionisée (conditions natives), et les colonnes contenant l’autre

moitié par 2 volumes de GdnHC1 6,0 M (conditions dénaturantes). Les élutions en

conditions natives ont été réalisées par fractions successives d’un volume d’acide

acétique 25 mM (pH 3,2), tandis que celles en conditions dénaturantes l’ont été par

des fractions d’un volume de GdnHCl 6,0 M avec acide acétique 25mM (pH 2,4). La

figure 14 illustre la progression des étapes de purification. Les fractions d’élution
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contenant les protéines ont été regroupées et le pH ajusté à 5,0 par l’ajout de NaOH

5,0 M. La concentration en protéine a été estimée par spectrophotométrie selon la

méthode de Gui et von Hippel [108] et subséquemment ajustée à environ 50 tM.

Une culture de 500 ml a généré typiquement environ 3 à 5 mg de protéines purifiées.

La croissance de micro-organisme a été inhibée par l’ajout de 1 mM de NaN3 aux

échantillons, qui ont ensuite été conservés à 4°C en absence de lumière afin de

prévenir leur photodégradation.
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Figure 14 — Gel tricine-SDS-PAGE 18% révélé au Bleu de Coomassie qui

illustre la progression des étapes de purification du mutant yUbi-A1 par

chromatographie d’affinité avec résine Ni-NTA-agarose. Les puits 1 et 2

contiennent respectivement les lysats cellulaires avant et après leur mélange à la

résine. Les puits 3 et 4 contiennent les produits recueillis des étapes de lavage

de la colonne. Les puits 5 à 8 contiennent les produits d’élution à l’acide

acétique. L’observation d’une seule et intense bande dans ces puits indique la

présence d’un produit en quantité et pureté suffisantes pour des études

cinétiques et thermodynamiques.
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5.4 Provenance du peptide tipzip2

Environ 9 mg du peptide trpzip2 lyophilisé (SWTWENGKWTWK; synthétisé sur

support solide) ont été obtenus de chez Genentech (San Francisco, CA), gracieuseté

du Dr. Andrea Cochran [80]. Le peptide a été dissout à des concentrations variant de

200 iM à 1 mM dans du tampon acétate de sodium 25 mM pH 5,0 avec 1 mM de

NaN3 afin de prévenir la croissance de microorganismes. Cette solution stock a été

conservée à 4°C en absence de lumière afin de prévenir toute photodégradation.

5.5 Préparation des solutions de GdnHC1

Les solutions de GdnHC1 qui ont servi aux expériences de dichroïsme circulaire

(sous-section 5.6), de fluorescence (sous-section 5.7) et de stopped-flow (sous-

section 5.8) ont été préparées de façon volumétrique à partir de deux solutions-stock

parentes contenant respectivement O M et 8 M de GdnHC1 ultra-pur (ICN

Biochemicals, Irvine, CA), ainsi que chacune 25 mM de tampon acétate de sodium

pH 5,0 ± 0,1 et 1 mM de NaN3 (afin de prévenir toute contamination par des

microorganismes). La concentration précise de chaque solution a été déterminée par

réfractométrie [109]. Les solutions ont été conservées à température pièce jusqu’à

utilisation pendant une durée n’excédant pas trois mois.

5.6 Dichroïsme circulaire à l’équilibre

Pour les expériences de dichroisme circulaire, le peptide trpzip2 a été amené à une

concentration de 100 iM par dilution d’un volume de solution stock de peptide

1 mM (voir la section 4) dans 9 volumes de solution de GdnHCI (voir la sous-section

5.5) à concentrations variables. Les concentrations exactes de GdnHCl, après

mélange, ont été calculées par réfractornétrie [109].
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Les mesures ont été effectuées à l’aide d’un spectropolarimètre Jasco 710 dans des

cellules en quartz comportant un trajet optique de 0,1 cm à température pièce, soit

294K. Les traces obtenues par balayage de l’activité optique entre 200 et 270 nm

représentent la moyenne de 15 acquisitions. Les données ont ensuite été

transformées et analysées à l’aide du logiciel J-700 for Windows Standard Analysis

v.1.l0 (1994, Jasco Corp, Easton, MD), d’abord en réduisant le bruit par transformée

de fourrier et en soustrayant le spectre du blanc, et ensuite en convertissant le signal

en ellepticité molaire (O).

5.7 Fluorescence à l’équilibre

Les expériences de fluorescence à l’équilibre avec le peptide frpzzp2 vs GdnHCl ont

été conduites à l’aide d’un lecteur de plaque à 96 puits SpectraMax Gemini-XS

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) à 298,0 ± 0,5 K. Les échantillons de trpztp2

ont été préparés par dissolution d’une part de solution stock (200 iM) dans 19 parts

de solutions de GdnHC1 à concentrations variables, pour amener le peptide à une

concentration finale de 10 iM. Les concentrations exactes de GdnHCl, après

mélange, ont été calculées par réfractométrie [109]. Ces échantillons ont ensuite été

chargés en triplicata sur des plaques à 96 puits de type Microfluor 2 blanches

(Dynex, Chantilly, VA). Les mesures ont été conduites avec excitation à 284 nm et

suivi de l’intensité de fluorescence émise à 360 nm.

5.8 Fluorescence cinétique

Les expériences cinétiques de repliement et de dénaturation avec suivi par

fluorescence ont été réalisées à l’aide d’un appareil de type stopped-flow modèle

SX. 1 8MV (Applied Photophysics, Leatherhead, Surrey, R.U.). La température de la

cellule, des tubes et des seringues a été maintenue à 298,0 ± 0,1 K par l’utilisation
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d’un bain d’eau circulant. Les échantillons ont été excités par un faisceau

monochromateur à la longueur d’onde correspondant au maximum du spectre

d’excitation du tryptophane, soit 281,0 nm, avec une fenêtre d’ouverture de 2,3 nm.

Les mesures de fluorescences ont été effectuées par intégration des longueurs

d’ondes émises supérieures à 320 nm (à l’aide d’un filtre WG-320 éliminant les

longueurs d’onde inférieures). Les traces acquises comportent chacune 1000 points

distribués de façon logarithmiques entre O et 10 secondes, utilisant la fonction

oversample de l’appareil, laquelle maximise les temps d’acquisition pour chaque

point et réduit ainsi le bruit et les imprécisions de ceux-ci. Elles ont toutes été

acquises en utilisant un ratio de mélange 1: 10 et un stop volume de 200 pi. Chaque

trace cinétique se trouve à être la moyenne d’au moins trois acquisitions.

5.8.1 Expériences de repliement

Pour chaque réaction de repliement (renaturation), une partie d’échantillons

de protéines dénaturées (50 tM dissoutes dans 6,0 M de GdnHCl, 25 mM de

tampon acétate de sodium pH 5,0 et 1 mM NaN3) a été mélangée à 10 parties

de solutions natives à concentrations croissantes de GdnHC1 (25 mM de

tampon acétate de sodium pH 5,0 et 1 mM NaN3). Les concentrations exactes

de GdnHCl, après mélange, ont été calculées par réfractométrie [109].

5.8.2 Expériences de dénaturation

Pour chaque réaction de dénaturation (dépliement), une partie d’échantillons

de protéines natives (—50 tM dissoutes dans 0,5 M de GdnHCI afin de

prévenir toute agrégation, 25 mM de tampon acétate de sodium pH 5,0 et

1 mM NaN3) a été mélangée à 10 parties de solutions dénaturantes à

concentrations décroissantes de GdnHCÏ (25 mM de tampon acétate de

sodium pH 5,0 et 1 mM NaN3). Les concentrations exactes de GdnHCl, après

mélange, ont été calculées par réfractométrie [109].
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5.8.3 Temps mort de l’appareil

La détermination du temps mort de l’appareil a été réalisée selon la méthode

décrite par Brisette et collaborateurs [1101, par une réaction d’oxydation du

N-acétyl-tryptophanamide par le N-bromo-succinimide. Celui-ci est de

3,5 ms.

5.9 Analyse des traces cinétiques

Les traces cinétiques de chaque expérience de repliement et de dénaturation ont été

sauvegardées sous format ASCII. L’abcisse de chaque trace a été ajustée selon le

temps mort de l’appareil (voir sous-section 5.9.3) et les données ont ensuite été

transférées dans le logiciel d’analyse et de modélisation graphique KaleidaGraph

v.3.5 (2000; Synergy Software, Essex Jct, VI) et portées graphiquement (intensité

de fluorescence (Ii) en fonction du temps (t)).

5.9.1 Modélisation des traces cinétiques

Les traces cinétiques ont été modélisées selon l’équation générale à n phases

(1) par la méthode d’analyse non-linéaire de moindre carré.

If(t)=[Aexp(-kt)1+E (1)

Le paramètre A représente l’amplitude de chaque phase, k la constante de

vitesse de chaque phase et E l’intensité de fluorescence extrapolée à l’infini

(point de convergence). Le nombre de phase (n) utilisé pour la simulation de

chaque trace a été déterminé de manière empirique comme étant celui dont

les résultats correspondent visuellement et statistiquement (minimisation de

x2 et maximisation de R) le plus fidèlement à la trace de fluorescence

observée. Les expériences de dénaturation ont typiquement nécessité une

modélisation selon une seule phase (comportement mono exponentiel), alors

que certaines expériences de renaturation en ont nécessité une quantité variant
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d’une à quatre phases. Il est à noter que les traces à caractère ascendant

nécessitent selon cette équation une amplitude (An) négative alors que les

traces descendantes nécessitent une amplitude positive.

5.9.2 Courbes de Chevrons et analyse des paramètres cinétiques selon un

modèle en deux états

Le logarithme des constantes de vitesse (ko) a été porté graphiquement en

fonction de la concentration de dénaturant (x) et modélisé selon l’équation

suivante correspondant à une courbe de Chevron pour un système dit en deux

états [Jackson S.E. et fersht A.R. (1991), Biochemistry 30, 10428-10435]

in kObS In [lç(O) exp (mr x) + kd(0) exp (md x)] (2)

Cette équation permet d’extrapoler la vitesse de repliement et de dépliement

de la protéine en absence de GdnHCl (kr(0) et k(0) respectivement), ainsi

que les paramètres m et md. Pour un système en deux états, il est possible, èa

partir de ces paramètres cinétiques, de dériver les paramètres

thermodynamiques en utilisant les équations (3), (4) et (5) [24].

AG(0) = -RT In (kr(0) / kd(0)) (3)

m=RT(-mr+md) (4)

C50% = in { kr(0) / kd(0) ] / t -m + md ) t 5 )

Ces trois paramètres correspondent respectivement à l’énergie libre que

gagne la protéine à se replier en absence de dénaturant, au degré d’ouverture

de la protéine suivant sa dénaturation et à la concentration de dénaturant

nécessaire pour dénaturer 50 % de la population de protéines.

Il est à noter que dans le cas des traces qui ont nécessité l’utilisation de

plusieurs termes exponentiels, un seul correspond généralement à la phase



82

dite « en deux états » du repliement, et seule la constante de vitesse propre à

ce terme a été utilisée pour tracer la courbe de Chevron. Les autres phases

ont généralement été omises des figures afin de les alléger.

5.9.3 Courbes d’équilibres et analyse des paramètres thermodynamiques

La modélisation des traces cinétiques selon l’équation (1) mène à l’obtention

d’un paramètre qui correspond à l’intensité finale de fluorescence de la

réaction extrapolée à l’infini (En). En modélisant cette intensité finale de

fluorescence en fonction de la concentration de dénaturant (x), il est possible

d’obtenir une courbe d’équilibre de repliement de la protéine. Une courbe

d’équilibre pour un système en deux états peut être modélisée selon

l’équation suivante

E(x)=[(a+bx)÷(c÷dx)exp(XG(x)/RT)]/[Ï+exp(AG(x)/RT)J

(6)

où

AG(x) = AG(O) + mx (7)

Les paramètres zG(0) et m représentent respectivement l’énergie que la

protéine gagne à se replier en absence de dénaturant ainsi que le degré

d’ouverture de la protéine suivant sa dénaturation. De ceux-ci, on peut

dériver la concentration de dénaturant nécessaire pour dénaturer 50% de la

population de protéine (C50%) par l’équation suivante:

C50% = -AG(0) I m (8)

Par contre, les paramètres a, b, c et d sont des paramètres déterminés de façon

empirique et qui ne servent essentiellement qu’à définir deux droites en tant

que niveau de fluorescence basal des états natifs et dénaturés de la protéine

d’intérêt. Afin de faciliter la comparaison entre les courbes d’équilibre des
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différentes protéines d’intérêt, il convient d’éliminer le besoin pour ces

paramètres empiriques en transformant les données brutes d’intensité de

fluorescence en proportion de molécules qui sont repliées (F(x))

F(x)= { E(x)—[(c+dx)/( 1 +exp(-G(x)/RT))] } /(a+bx) (9)

La courbe d’équilibre peut alors être retracée en utilisant la proportion de

molécule repliée (F(x)) en fonction de la concentration de dénaturant, en la

modélisant selon l’équation suivante

F(x) = exp (-AG(x) I RT ) I [1 + exp (-AG( x ) I RT)] (10)
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Fsp I 2863
Asel 2814

Bgl I 2757
BsaI 2710

Appendice I

I

34 cOH J
111 NsiI
119 XcmI
128 DsaI
128 NcoI
128 Styl

EcoOlO9l 3618 159 Agel

AatII 3561 169 BstXl
238 BamH I

Xmn I 3238

Gdi II 3031
PvuI 3010

484 Nhe I

+
PQE yUbi WT N-term 6x-his tag

3635 base pairs
Unique Sites

634 Pvu II

732 BspEl

962 PtIM I
1001 MscI

AIwNI 2161

1337 XbaI

1494 Tthlll I
1502 BsaAI

1521 AccI
1521 SnaI
1521 Xcal

1572 NdeI
1750 AfI III

Carte de restriction du plasmide pQE-32 (modifié) utilisé pour effectuer les

constructions d’ADN nécessaires à la conduite du projet

figure générée l’aide du partagiciel DNA Strider 1.2

Seuls les sites de restriction uniques sont indiqués.

Ce vecteur comporte une origine de réplication Co1E1, un gène codant pour la

j3-Iactamase (résistance à l’ampicilline), un site de liaison au ribosome, un promoteur

T5, un opéron Lac ainsi qu’une séquence codant pour six résidus histidine à

l’extrémité N-terminale de la cassette d’expression, laquelle est située entre les sites

NcoI et Hindili et contient le gène codant pour l’ubiquitine de levure.
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Appendice II

Séquence codante du vecteur pQE-32 modifié contenant le gène codant pour

l’ubiquitine de levure type sauvage.

ATG CAT CAC CAT CAC CAC CAl GGT ATG CAG AIT TTC GTC AAG ACT

M H H H H H H G Ml Q2 13 f4 V5 K6 T7

TTG ACC GGT AAA ACC ATA ACA TTG GAA GTT GAA TCT TCC GAT ACC

L8 T9 GlO Kil T12 113 T14 LIS F16 V17 E18 S19 S20 D21 T22

ATC GAC AAC GTT AAG TCG AAA ATT CAA GAC AAG GAA GGG AIC CCI

123 D24 N25 V26 K27 S2$ K29 130 Q31 D32 K33 F34 G35 136 P37

CCA GAT CAA CAA AGA TTG ATC TTT GCC GGT AAG CAG CTA GAA GAC

P38 D39 Q40 Q41 R42 L43 144 F45 A46 G47 K48 Q49 L50 F51 D52

GGT AGA ACG CTG TCT GAT TAC AAC ATI CAG AAG GAG 1CC ACC TTA

G53 R54 155 L56 S57 D58 Y59 N60 161 Q62 K63 F64 S65 166 L67

CAT CTT GTG CIA AGG CIA AGA GGT GGT TAA GCT TAA

H68 L69 V70 L71 R72 L73 R74 G75 G76 stop A stop

Séquence codante du vecteur pQE-32 modifié contenant le gène codant pour

l’ubiquitine de levure avec mutation F45W.

ATG CAT CAC CAT CAC CAC CAT GGT ATG CAG AIT TTC GTC AAG ACT

M H H H H H H G MI Q2 13 F4 V5 K6 T7

11G ACC GGT AAA ACC ATA ACA TTG GAA GTT GAA TCT 1CC GAT ACC

L8 19 GlO Kil T12 113 114 LiS F16 V17 F18 S19 S20 D21 T22

ATC GAC AAC GTT AAG TCG AAA ATT CAA GAC AAG GAA GGG ATC CCI

123 D24 N25 V26 K27 S28 K29 130 Q31 D32 K33 F34 035 136 P37

CCA GAI CAA CAA AGA TTG AIC TGG GCC GGC AAG CAG CIA GAA GAC

P38 D39 Q40 Q41 R42 L43 144 W45 A46 G47 K48 Q49 L50 F51 D52

001 AGA ACG CTG ICI GAI TAC AAC ATT CAG AAG GAG 1CC ACC TTA

G53 R54 155 L56 S57 D58 Y59 N60 161 Q62 K63 F64 S65 166 L67

CAl CII GTG CIA AGG CIA AGA GGI GGI TAA GCI TAA

H68 L69 V70 L71 R72 L73 R74 G75 G76 stop A stop
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Appendice III

Séquence des oligonucléotides utilisés pour les constructions d’ADN

Les régions qui s’apparient avec le vecteur sont indiquées en gras.

Oligonuctéotide Al (utilisépour la construction yUbi-A1 et yUbif4S W-Ai)

Ml Q2 13 F4 V5 K6 T7 W T W
Matrice 5’ ATG CAG ATT TTC GTC AAG ACT TGG ACC TGG
011go 3’ TAC GTC TAA AAG CAG TTC TGA ACC TGG ACC

E N G K W T W
GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG 3’
CTT TTG CCG TTT ACC TGG ACC 5’

Al =5’ CCA GGT CCA TTT GCC GTT TTC CCA GGT CCA AGT CTT GAC
GAA AAT CTG CAT 3’ Tm 58°C

Oligonuctéotide A2 (utilisé pour la construction yUbi-A2 et yUbiF4S W-A2)

Ml Q2 13 F4 V5 K6 T7 W T W
Matrice 5’ ATG CAG ATT TTC GTC AAG ACT TGG ACC TGG
Oligo 3’ TAC GTC TAA AAG CAG TIC TGA ACC TGG ACC

E N G K W T W K
GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AAA 3’
CTT TTG CCG TTT ACC TGG ACC TTT 5’

A2 =5’ TTT CCA GGT CCA TTT GCC GTT TTC CCA GGT CCA AGT CTT
GAC GAA AAT CIG CAl 3’ Tm 58°C



iv

Otigonucléotide A3 (utilisé pour ta constrttctioiz yUbi-A3 et yUbif4S W-A3)

Ml Q2 13 F4 V5 K6 T7 W T W

Matrice 5’ ATG CAG ATT TTC GTC AAG ACT TGG ACC TGG

Oligo 3’ TAC GTC TAA AAG CAG TTC TGA ACC TGG ACC

E N G K W T W G

GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG GGC 3’

CII TTG CCG TTT ACC TGG ACC CCG 5’

A3 5’ GCC CCA GGT CCA ITT GCC GTT TTC CCA GGT CCA AGT CTT

GAC GAA AAT CTG CAT 3’ Tm 58°C

Otigonucléotide A4 (tttitisépour la construction yUbi-A4 et yUbif4S W-A4)

Ml Q2 13 F4 VS K6 17 G G G

Matrice 5’ ATG CAG AIT TTC GTC AAG ACT GGC GGT GGC

Oligo 3’ TAC GTC TAA AAG CAG TTC TGA CCG CCA CCG

G G S G G G G G

GGT GGC AGC GGC GGT GGC GGT GGC 3’

CCA CCG TCG CCG CCA CCG CCA CCG 5’

A4 =S’ GCC ACC GCC ACC GCC GCT GCC ACC GCC ACC GCC AGT CTT

GAC GAA AAT CTG CAT 3’ 1m 58°C

Otigonucléotide Agen (tttilisé pottr toutes les constructions en position A)

Kil 112 113 114 L15 E16 V17

011go 5’ AAA ACC ATA ACA TTG GAA GTT G 3’

Matrice 3’ TTT CGG TAT TGT AAC CTT CAA C 5’

Agen =5’ AAA ACC ATA ACA 11G GAA GTT G 3’ Tm=58°C
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Oligonuctéotide Bi-F45 W (utilisé pour ta construction yUbiF4S W-Bi)

D39 Q40 Q41 R42 L43 144 W45 W T W
Matrice 5’ GAT CAA CAA AGA TTG ATC TGG TGG ACC TGG
Oligo 3’ CIA GTT GTT ICI ACC TAG CCA ACC TGG ACC

E N G K W T W K48
GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AAA 3’
CTT TTG CCG TTT ACC TGG ACC TTT 5’

B1-f45W =5’ TTT CCA GGT CCA TTT GCC GTT TIC CCA GGT CCA ACC
GAT CCA TCT TTG TTG ATC 3’ Tm = 58°C

Oligonuctéotide B2-f45W (utilisé potir ta construction yUbif4SW-B2)

P39 Q40 Q41 R42 L43 144 W45 W T W
Matrice 5’ GAI CAA CAA AGA TTG ATC TGG TGG ACC TGG
Oligo 3’ CIA GTT GTT ICI ACC TAG CCA ACC TGG ACC

E N G K W T W K K48
GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AAA AAA 3’
CTT TTG CCG TTT ACC TGG ACC TTT TIT 5’

B2-F45W =5’ TTT TTT CCA GGT CCA TTT GCC GTT TTC CCA GGT CCA
ACC GAI CCA ICI 11G TIG ATC 3’ Tm = 58°C

Oligonuctéotide B3-f45 W (utilisé pour la construction yUbiF4SW-B3)

P39 Q40 Q41 R42 L43 144 W45 T W T
Matrice 5’ GAI CAA CAA AGA 11G ATC TGG ACC TGG ACC
Oligo 3’ CIA GTI GTT ICI ACC TAG CCA TGG ACC TGG

W E N G K W T W K4$
TGG GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AAA 3’
ACC CTT TTG CCG TTT ACC TGG ACC TTT 5’

B3-F45W =5’ TTT CCA GGT CCA TTT GCC GTT TIC CCA GGT CCA GGT
ACC GAT CCA ICI TIG ITG AIC 3’ Tm = 58°C
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Oligonucléotide B4-F45 W (utilisé pour la construction yUbiF45 W-B4)

039 Q40 Q41 R42 L43 144 W45 G G G
Matrice 5’ GAT CAA CAA AGA TTG ATC TGG GGC GGT GGC
Oligo 3’ CTA GTT GTT TCT ACC TAG CCA CCG CCA CCG

G G S G G G G G
GGT GGC AGC GGC GGT GGC GGT GGC 3’
CCA CCG TCG CCG CCA CCG CCA CCG 5’

B4-F45W =5’ GCC ACC GCC ACC GCC GCT GCC ACC GCC ACC GCC ACC
GAT CCA TCT TTG TTG ATC 3’ Tm = 58°C

Otigonuctéotide Bi- WT (utilisé pottr la construction yUbi-Bi)

039 Q40 Q41 R42 L43 144 F45 W T W
Matrice 5’ GAT CAA CAA AGA TTG ATC TTT TGG ACC TGG
Oligo 3’ CTA GTT GTT TCT ACC TAG AAA ACC TGG ACC

E N G K W T W K48
GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AAA 3’
CTT TTG CCG ITT ACC TGG ACC ITT 5’

B1-WT =5’ ITT CCA GGT CCA TTT GCC GTT TIC CCA GGT CCA AAA
GAT CCA TCT TTG TTG ATC 3’ Trn = 54°C

Otigonuctéotide B2- WT (utilisé polir ta construction yUbi-B2)

039 Q40 Q41 R42 L43 144 F45 W T W
Matrice 5’ GAT CAA CAA AGA TTG ATC TTT TGG ACC TGG

Oligo 3’ CTA GTT GTT TCT ACC TAG CCA ACC TGG ACC

E N G K W T W K K48
GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AAA AAA 3’
CTT 11G CCG ITT ACC TGG ACC TTT TTT 5’

B2-WT = 5’ 111 TTT CCA GGT CCA ITT GCC GTT TTC CCA GGT CCA AAA
GAT CCA TCT TTG TTG ATC 3’ 1m = 54°C
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Otigonuctéotide 33- WT (utitisépottr ta construction yUbi-B3)

D39 Q40 Q41 R42 L43 144 F45 T W T

Matrice 5’ GAT CAA CAA AGA TTG ATC TTT ACC TGG ACC

Oligo 3’ CTA GTT GTT TCT ACC TAG AAA TGG ACC TGG

W E N G K W T W K48

TGG GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AAA 3’

ACC CTT TTG CCG TTT ACC TGG ACC TTT 5’

B3-WT =5’ TTT CCA GGT CCA TTT GCC GTT TTC CCA GGT CCA GGT

AAA GAT CCA TCT TTG TTG ATC 3’ Trn = 54°C

Oligonuctéotide B4- WT (utilisé pottr ta construction yUbi-B4)

P39 Q40 Q41 R42 L43 144 F45 G G G

Matrice 5’ GAT CAA CAA AGA TTG ATC ITT GGC GGT GGC

Oligo 3’ CIA GTT GTT TCT ACC TAG AAA CCG CCA CCG

G G S G G G G G

GGT GGC AGC GGC GGT GGC GGT GGC 3’

CCA CCG TCG CCG CCA CCG CCA CCG 5’

B4-WT =5’ GCC ACC GCC ACC GCC GCT GCC ACC GCC ACC GCC AAA

GAT CCA TCT TTG TTG ATC 3’ Tm 54°C

Oligonuctéotide Bgen (utilisé pour totttes tes constructions en position B)

Q49 L50 151 P52 G53 R54

Oligo 5’ CAG CTA GAA GAC GGT AGA A 3’

Matrice 3’ TTT CGG TAT TGT AAC CTT T 5’

Bgen =5’ CAG CTA GAA GAC GGT AGA A 3’ Tm=56°C
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Otigonuctéotide Cl (utilisépour ta construction yUbi-Cl et yUbif4SW-Cl)

T55 L56 S57 P58 Y59 N60 161 W T W

Matrice 5’ AGC CTG TCT GAT TAC AAC ATT TGG ACC TGG

Oligo 3’ TCG GAC AGA CTA ATG TTG TAA ACC TGG ACC

E N G K W T W

GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG 3’
CTT TTG CCG ITT ACC TGG ACC 5’

Cl =5’ CCA GGT CCA TTT GCC GTT TTC CCA GGT CCA AAT GTT GIA

ATCAGA CAGGCT3’ Tm=58°C

Otigonuctéotide C2 (utilisé pour ta construction yUbi-C2 et yUbiF45 W-C2)

155 L56 S57 P58 Y59 N60 161 W T W

Matrice 5’ AGC CTG TCT GAT TAC AAC ATT TGG ACC TGG

Oligo 3’ TCG GAC AGA CIA ATG TTG TAA ACC TGG ACC

E N G K W T W S65

GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AGC 3’

CTT TTG CCG TIT ACC TGG ACC TCG 5’

C2 =5’ GCT CCA GGT CCA TTT GCC GTT TTC CCA GGT CCA AAT GTT

GTA ATC AGA CAG GCT 3’ Tm = 58°C

Oligonudéotide C3 (‘zttilisé pour la construction yUbi-C3 et yUbif4S W-C3)

S57 P58 Y59 N60 161 Q62 K63 W T W

Matrice 5’ TCT GAI TAC AAC AIT CAG AAG TGG ACC TGG

Oligo 3’ AGA CIA AIG 11G TAA GTC TIC ACC TGG ACC

E N G K W T W S65

GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AGC 3’

CII 11G CCG ITT ACC TGG ACC TCG 5’

C3 =5’ GCT CCA GGT CCA ITT GCC GTT TTC CCA GGT CCA CII CTG

AAT GTT GTA ATC AGA 3’ 1m = 58°C
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Otigonuctéotide C4 (‘utilisé pour ta construction yUbi-C’4 et yUbifdS W-C4)

T55 L56 S57 058 Y59 N60 161 G G G

Matrice 5’ AGC CTG TCT GAT TAC AAC ATT GGC GGT GGC

Oligo 3’ TCG GAC AGA CTA ATG TTG TAÀ CCG CCA CCG

G G S G G G G G

GGT GGC AGC GGC GGT GGC GGT GGC 3’

CCA CCG TCG CCG CCA CCG CCA CCG 5’

C4 =5’ GCC ACC GCC ACC GCC GCT GCC ACC GCC ACC GCC AAT GTT

GTAATCAGACAGGCT3’ Tm=58°C

Otigonuctéotide Cgen (utilisé pottr toutes tes constructions en position C)

T66 L67 1168 L69 V70 L71 R72

Oligo 5’ ACC TTA CAT CTT GTG CTA AGG 3’

Matrice 3’ TGG AAT GTA GAA CAC GAT TCC 5’

Cgen =5’ ACC TTA CAT CTT GTG CTA AGG 3’ Trn=60°C
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Otigontictéotide Dl (utilisépour les constructions yUbi-Dl et yUbif45 W-Dl)

L71 R72 L73 R74 G75 G76 T W T
Matrice 5’ G CTA AGG CTA AGA GGT GGT ACC TGG ACC
Oligo 3’ C GAT GCC GAT TCT CCA CCA TGG ACC TGG

W E N G K W T W K
TGG GAA AAC GGC AAA TGG ACC TGG AAA 3’
ACC CTT ITG CCG TTT ACC TGG ACC ITT 5’

Dl =5’ ITT CCA GGT CCA TTT GCC GTT TIC CCA GGT CCA ACC ACC
TCT TAG CCG TAG C 3’ 1m = 60°C

Otigonucléotide Dgen (tttilisépour tes constrttctions yUbi-Dl et yUbif4S W-Dl)

Stop A Stop - -

Oligo 5’ TAA GCT TAA TTA GCT GAG CTT G 3’
Matrice 3’ ATT CGA ATT AAT CGA CTC GAA C 5’

Dgen 5’ TAA GCT TAA TTA GCT GAG CTT G 3’ Tm=60°C
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Appendice IV

Données brutes de fluorescence à l’équilibre

Intensités de fluorescence extrapolées au temps infini des traces cinétiques de

dénaturation à 298K en fonction de la concentration de GdnHCl.

Toutes les réactions ont été réalisées dans du tampon acétate de sodium 25 mM

pH 5,0.
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Value Error

ml -1,2696 0,051523

m2 0,7 3555 0,058606

m3 1,2153 0,06845
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R 0,99965 NA
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yUbiF45W-Dl
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yU bi F45W-Al
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