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« Quand les grimpeurs observent de loin une montagne, tout est obstacle ; c’est en 

avançant qu’ils trouvent des passages. Mais ils n’avanceraient point s’ils n’espéraient 
point.] … [Essayer avec l’idée que la route est barrée, ce n’est pas essayer. Décider 

d’avance que les choses feront obstacle au vouloir, ce n’est pas vouloir. Aussi voit-on 
des inventeurs, explorateurs et autres réformateurs qui ne croient pas à ce barrage 

imaginaire que ferait la montagne de loin. Et cette vertu d’essayer aussitôt et devant soi, 
est bien l’espérance. » 

 

Alain « Les passions et la Sagesse ». Pg 187. 
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AVANT-PROPOS

Repliement et stabilité seront des fils conducteurs retrouvés tout au long de ce manuscrit. Ces

termes, très usités en biologie, ont des sens très variés que nous tenterons de détailler. Ces

principes, nécessaires pour une meilleure compréhension des résultats décrits dans ce manuscrit,

seront donc détaillés dans le premier chapitre de l’introduction bibliographique dans le cas de

protéines globulaires, exception faite des protéines imbriquées dans de grands complexes protéiques

(actine, tubuline, facteurs de transcription, …). Celles-ci constituent en effet un cas particulier de

protéines pouvant s’agréger même sous leur forme native. Le second chapitre reprendra les bases

des techniques spectroscopiques utilisées dans ce travail, et introduira le principe de Résonance

Plasmonique de Surface. Adaptée à la biologie depuis 1992, cette technologie permet

d’entreprendre l’étude de cinétiques d’interactions en temps réel sans marquage des molécules. Le

but de ce chapitre n’est pas d’établir une liste exhaustive des techniques utilisées dans l’étude des

protéines, mais plutôt d’amener le lecteur à considérer ces techniques biophysiques dans l’analyse

de la qualité des objets biologiques étudiés.

Lorsque j’ai rejoint le laboratoire de RMN en 1998, Gilles Travé travaillait à l’établissement d’un

protocole d’expression et de purification de l’oncoprotéine E6 issue du papillomavirus humain de

type 16. Le troisième chapitre introduira le contexte général de cette oncoprotéine impliquée dans le

cancer du col de l’utérus. La séquence de 158 résidus de cette protéine est connue depuis 1985

(Schwarz, 1985). Pourtant, aucune étude structurale n’était disponible. Cet état de fait était lié à

l’impossibilité d’exprimer et de purifier la protéine seule. Afin de contourner ce problème, la

majorité des études biologiques utilisaient la protéine E6 fusionnée à une porteuse du type MBP

(Maltose Binding Protein) ou GST (Glutathion-S-Transférase), puis sur-exprimée dans des

systèmes bactériens. Ces systèmes avaient en effet été décrits comme un moyen efficace pour

solubiliser des protéines récalcitrantes (Kapust & Waugh, 1999) à la manière d’une chaperonine

(Fox, 2001). Dans le cas de l’oncoprotéine E6, ces systèmes permettaient effectivement

d’augmenter les quantités de protéines produites. Pourtant, il était toujours impossible d’isoler la

protéine E6.
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Dans ce contexte, l’étude structurale de E6 représentait donc un objectif ambitieux : d’une part,

celui d’obtenir la protéine pure sous une forme biologiquement active permettant sa caractérisation

biophysique ; d’autre part, celle d’obtenir un échantillon RMN permettant de déterminer une

structure en solution. Les étapes majeures de ce processus sont la détermination des conditions

d’expression et de purification permettant d’aboutir à une concentration de protéine de 1mM, mais

aussi celle d’un marquage isotopique.

Les résultats des premiers tests d’expression des protéines de fusion MBP-E6 nous ont conduits à

étudier de façon systématique le comportement de ces molécules afin de mieux comprendre les

mécanismes moléculaires responsables des comportements « anormaux » observés : la précipitation

quasi-instantannée de E6 après coupure protéolytique spécifique de la fusion. L’utilisation

systématique des techniques biophysiques à chaque étape du protocole d’expression ou de

purification nous a permis de caractériser l’état de la protéine en solution, en particulier son

repliement et la taille des particules en solution. La meilleure connaissance de ces fusions nous a été

utile pour concevoir des méthodes de séparation des deux types de fusions coexistants en solution

(fusions monodisperses et corps d’inclusion solubles). Ce travail a permis d’isoler la protéine E6

sauvage de HPV16 en solution. Pourtant, cette molécule ainsi purifiée est sensible à des processus

d’oxydation, conduisant à sa précipitation. La mutation en sérine de 6 résidus cystéines non

conservés dans les alignements de séquence de E6 de différentes souches virales (appelé E6 6C/6S)

a permis d’augmenter sensiblement la resistance de la protéine face à l’oxydation. Parallèlement à

cette étape déterminante, un contrôle strict des conditions d’oxydation nous a permis d’obtenir la

protéine E6 recombinante sous une forme repliée, isolée, thermodynamiquement stable, active et

monomérique en solution. Ces résultats seront détaillés dans les publications 1 et 2 incluses à ce

manuscrit.

Au cours des essais de purification de la protéine E6 6C/6S, nous avons pu identifier 2 domaines

stables de taille équivalente. La manipulation en solution du domaine C-terminal, plus aisée que

celle de la protéine entière, nous a permis d’amener ce domaine à une concentration de l’ordre du

milli-molaire, conduisant à un échantillon RMN. La publication 3 présentera ces résultats. Obtenus

courant janvier 2001, les premiers spectres homonucléaires bidimensionnels du domaine C-terminal

de E6 (E6-C 4C/4S87-158) à 1 mM (pH 6.8 et 5°C) ont clairement montré que le domaine est replié et

que l’étude de sa structure tri-dimensionnelle était envisageable. Cependant, ce résultat n’a pu être

obtenu qu’avec un échantillon marqué uniformément à l’azote 15. Cette difficulté etait
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essentiellement liée à un taux important de recouvrement des fréquences, mais aussi et surtout à la

présence d’équilibre conformationnels conduisant à des élargissements de raies. Les résultats de

l’étude RMN seront présentés dans la seconde partie des résultats. La structure tri-dimensionnelle

ayant été obtenue au cours des dernières semaines de mon travail, ces résultats n’ont pas fait l’objet

d’une analyse détailllée.

L’oncoprotéine E6 était suspectée d’interagir directement avec l’ADN. Cette idée se basait sur le

fait que : i/ E6 active la transcription du gêne de la sous-unité catalytique de la télomérase (Gewin

& Galloway, 2001), ii/ E6 est une protéine très basique contenant deux domaines de liaison au zinc

(Cole & Danos, 1987), iii/ E6 active ou réprime la transcription de plusieurs promoteurs cellulaires

et viraux (Sedman, 1991). Au laboratoire, l’obtention de la protéine sous une forme soluble et

monomérique a permis de mettre en évidence une interaction spécifique entre la protéine E6 et un

ADN particulier, l’ADN cruciforme. Par ailleurs, nous avons montré que le domaine C-terminal de

E6 correspond à la région de E6 nécessaire et suffisante à cette interaction. Ma contribution à cette

partie a consisté en la mise au point du protocole de purification de la protéine et de ses domaines

(mutés ou non), la vérification de la qualité des molécules utilisées pour ces études d’interaction, et

l’élaboration de modèles mathématiques de l’interaction. J’ai également étudié la cinétique de cette

interaction par BIAcore. Les résultats relatifs à cette interaction seront présentés dans la troisième

partie des résultats.

Ce travail a été réalisé au sein de l’unité Biotechnologie des Interactions Macromoléculaires (UMR

7100 CNRS-ULP, ESBS) dans l’équipe structure-fonction et immunologie de l’oncoprotéine E6, en

étroite collaboration avec le groupe de Résonance Magnétique Nucléaire (UMR 7104 CNRS-ULP-

INSERM, ESBS).
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CHAPITRE I : REPLIEMENTS ET STABILITE DES PROTEINES

 A.I/ Le repliement d’une protéine

Les protéines interviennent dans tous les processus du vivant, du décodage du matériel génétique au

niveau cellulaire à la transmission d’information entre organes chez les êtres complexes. Les

milliers de protéines ont chacune des fonctions et des spécificités très précises, bien que la chaîne

carbonée principale ne puisse adopter qu'un nombre restreint de structures secondaires. En 1960, J.

Kendrew qui a déterminé par cristallographie la première structure d’une protéine (la myoglobine)

estime que « les caractéristiques les plus remarquables de la protéine sont probablement sa

complexité et son absence de symétrie » (Kendrew, 1960). En fait, cette spécificité est due à

l'arrangement dans l'espace des différentes structures secondaires entre elles, mais aussi grâce à la

diversité des chaînes latérales des résidus impliqués dans ces structures secondaires. Ceci permet,

en rapprochant des régions parfois très éloignées dans la séquence primaire, d'obtenir des cœurs

hydrophobes, des régions chargées positivement (ou négativement) …, conférant ainsi aux

protéines leurs propriétés caractéristiques et spécifiques à chacune d'elle.

Cet arrangement, appelé conformation de la molécule, dépend de plusieurs interactions : dipolaire,

ionique, hydrophobe et des liaisons hydrogène. Pour une molécule comportant jusqu'à plusieurs

milliers ou dizaines de milliers d'atomes, cette conformation n'est évidemment pas unique.

Cependant, les lois de la thermodynamique, ainsi que la cinétique de repliement, impliquent que

seule une conformation unique sera favorisée par rapport à toutes les autres.

Les protéines de grande taille s’organisent en domaines structuraux, capables d’adopter une

structure correcte indépendamment du reste de la molécule (Janin & Chothia, 1985). Pour qu’un

domaine structural se replie de manière autonome, il est nécessaire que sa séquence comporte un

minimum d’une cinquantaine de résidus (Doolittle, 1995). En dessous de cette taille, le gain en

énergie libre apporté par les interactions favorables à l’état replié (liaisons hydrogènes et ioniques,

interactions hydrophobes et de van der Waals) reste inférieur à l’entropie conformationnelle de

l’état non replié.
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Les ponts disulfure intramoléculaires ou la coordination d’un ou plusieurs ions zinc constituent un

moyen séléctionné par la Nature pour stabiliser des petites protéines capables, malgré leur petite

taille (entre 10 et 70 acides aminés), d’adopter des structures tridimensionnelles stables et

biologiquement actives.

 A.II/ Les différents états d’une protéine exprimée in vivo

A.II.1/ L’expression de protéines recombinantes

La figure 1 résume les différentes voies possibles lors de l’expression d'une protéine recombinante
Fig 1 : les différentes voies possibles lors de l’expression hétérologue de protéines. Les disques ombrés

correspondent aux états finaux possibles après expression [adapté de (Carrio & Villaverde, 2002)].
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La figure 1 résume les différentes voies possibles lors de l’expression de protéines hétérologues.

Après expression dans une bactérie, la chaîne peptidique passe par différents états intermédiaires

nécessaires pour atteindre son état natif. A ce stade, plusieurs voies sont ouvertes, chacune d’elle

étant caractérisée par la vitesse de formation de l’état final. Les processus de repliement conduisant

au repliement natif de la protéine sont caractérisés par une vitesse krep. Pourtant les protéines non

repliées ou mal repliées sont fréquentes in vivo. Deux voies s'offrent alors : celle de la dégradation

dans le cytoplasme par les protéases –définie par kdeg– ou bien celle de la formation d'agrégats

–définie par kinc, celle-ci étant privilégiée si la vitesse de dégradation kdeg est trop lente comparée à

celle de la formation des corps d'inclusion kinc. Betton et al. ont mis en évidence cet équilibre entre

agrégation et dégradation dans le cas de mutants MBP ayant perdu leur faculté de repliement. Ils

ont également noté que cet équilibre se déplaçait vers une plus grande agrégation lorsque le taux de

protéines exprimées augmente (Betton, 1998).

Comment définit-on un agrégat ? Un agrégat caractérise une agglomération de protéines entre elles.

Cependant, contrairement au précipitat, un agrégat peut rester soluble. Pourquoi utiliser ce terme

plutôt que celui de multimère ? En fait, l'idée d’agrégat sous-entend, contrairement au cas d'un

multimère, une hétérogénéité de taille et une variabilité en fonction du temps. Ceci se traduit

généralement par un état polydisperse. A l’inverse, une protéine qui ne s’agrège pas, est donc

monodisperse, ou tout du moins davantage monodisperse que l’agrégat. En effet, une protéine en

solution, composée du nombre minimal d’oligomères définissant sa conformation native

–monomère, …, hexamère ou d’un ordre encore plus élevé– est considérée comme étant dans un

état d’énergie le plus favorisé (Garel, 1992).

 A.II.1.a/ Corps d’inclusion et dégradation

Les chaînes peptidiques non repliées correctement peuvent se rassembler entre elles autour d'un

point de nucléation du fait des interactions hydrophobes (London, 1974). Ce point peut continuer à

grossir avec l'apport de protéines mal repliées, jusqu'à former des agrégats contenant plusieurs

centaines, voire plusieurs milliers de protéines. Lorsque ces agrégats sont localisés au sein d’une

cellule, on les appelle des corps d'inclusion (Marston, 1986). Ceux-ci semblent davantage résistants

à la digestion cellulaire que ne le serait une protéine mal repliée libre dans le cytoplasme, ce qui

explique d'ailleurs leur accumulation dans les cellules. Ils tendent à être insolubles et

métaboliquement stables dans le temps (Enfors, 1992) (Corchero, 1997).
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♦   la composition des corps d'inclusion

Ces agrégats sont soit amorphes, soit structurés comme les amyloïdes –généralement sous forme de

brin β (Dobson, 1999). De formes très variables, ces particules seraient fortement hydratées (Carrio

& Villaverde, 2002). Bien que la formation des agrégats soit souvent considérée comme une

précipitation désordonnée et non spécifique des chaînes polypeptidiques, deux équipes au moins

(Rajan, 2001 ; Speed, 1996) ont mis en évidence une réelle spécificité de cette agrégation. D'après

ces auteurs, les protéines mal voire non repliées ne s'agrègent qu'entre elles, expliquant ainsi la

relative pureté des corps d'inclusion. Cette propriété peut être utilisée comme première étape de

purification (purification de E7 HPV16 (Suttnar, 1994) ; de p53 (Bell, 2002)), à condition que l’on

dispose ensuite d’un protocole efficace de repliement in vitro.

♦  La réversibilité des corps d'inclusion

Le caractère solide de ces corps d'inclusion laisse penser qu'ils persistent dans la cellule aussi

longtemps que la cellule vit. Depuis quelques années, cette vision semble évoluer : l'agrégation des

protéines via les corps d'inclusion pourrait être réversible. Par exemple, les corps d'inclusion de la

β-galactosidase sont partiellement protéolysés dans la bactérie E. coli lorsque la synthèse de

protéines est interrompue (Corchero, 1997).

 A.II.1.b/ Agrégation et protéines repliées correctement

Le fait qu’un agrégat de protéines ne s’accumule pas dans une cellule non stressée, et ce en dépit

d’une production continue, traduit l’existence d’une machinerie cellulaire de « contrôle qualité »

(Wickner, 1999). Les chaperonines constituent l’un de ces éléments, dans le sens où elles

n’interagissent qu’avec les protéines mal repliées. Agissant comme un catalyseur, elles facilitent le

repliement en protégeant temporairement du milieu cytoplasmique des résidus hydrophobes

exposés. Ces chaperonines ne peuvent cependant aider plus qu'une quantité fixée de protéines au

repliement (Agashe & Hartl, 2000).

Dans le cas d’une sur-expression recombinante, la quantité de protéines natives reflète une

compétition cinétique entre repliement correct et agrégation (Yon, 1996 ; Garel, 1992). Des

situations de stress –choc en température, sur-expression d’une protéine– peuvent déséquilibrer

cette compétition, et conduire à une agrégation. Ainsi, lors d’une période de stress que constitue la
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sur-expression, l’action renforcée de ces chaperonines ne permet pas toujours de « traiter » le

surplus de protéines produites dans un temps donné.

♦ Comment remédier à l’agrégation et donc à la formation des corps d'inclusion

Dans un premier temps, il est nécessaire d’éviter les conditions favorables aux corps d’inclusion

comme l'acidification des milieux de culture ou l'environnement oxydo-réducteur dans la bactérie

(Yon, 1996). Par ailleurs, l’idée est de favoriser l’état replié plutôt que celui de protéines mal ou

non repliées, (i) soit en augmentant la vitesse krep de formation de protéines correctement repliées,

(ii) soit en diminuant la vitesse kmal de formation de protéines mal ou non repliées (Fig. 1).

i/ L’ajout d’une chaperonine, elle aussi sous le contrôle d’un promoteur inductible, minimise

généralement la formation des corps d'inclusion (Georgiou & Valax, 1996), même si des

résultats parfois contradictoires ont déjà été rapportés (Thomas & Baneyx, 1996). Cette

approche est d’autant plus intéressante que la protéine d’intérêt est induite par un promoteur

fort.

ii/ Au contraire, l’utilisation d’un promoteur faible et / ou d'une température basse (de l’ordre de

20° à 30°C, voire même moins) réduit la formation d’agrégat. Le but est ici de ralentir la

production de protéines, en supposant que la bactérie puisse alors replier correctement la faible

quantité synthétisée.

Enfin, il semblerait que, même lorsque ces corps d’inclusion se sont déjà formés, l’arrêt de la

synthèse de protéine par l'ajout de chloramphénicol dans le milieu de culture, permette à la bactérie

via les chaperonines, de défaire ces agrégats et de replier ensuite correctement la protéine [(Carrio

& Villaverde, 2001 ; Carrio & Villaverde, 2002)](Fig. 1).

A.II.2/ L'agrégation in vivo dans une cellule eucaryote

Dans les cellules de patients atteints de maladies dégénératives (maladies d'Alzheimer, de

Parkinson), il existe un lien étroit entre l'existence de dépôts amyloïdes en quantité anormalement

élevée et un défaut de repliement (Dobson, 1999 ; Tran & Miller, 1999). La question reste

cependant posée de savoir si ces agrégats sont la cause ou la conséquence de ces maladies. Ces

agrégats solides pourraient en effet se former suite à une mutation dans une protéine provoquant

une perte de fonctionnalité, ou bien, comme dans le cas de l'encéphalite bovine spongiforme
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(maladie associée au prion) ou de la maladie d'Alzheimer, suite à un processus encore mal connu

conduisant à une transition conformationnelle en brins β [(Nandi, 1996 ; Soto, 1995)]. L'équipe du

Professeur Nandi PK. avait par ailleurs suggéré que ces amyloïdes n'étaient en fait constitués que

d'une seule protéine dans les maladies d'Alzheimer, de Huntington, ou dans le cas du prion : il y

aurait donc, au moins dans certains cas, une spécificité d'interaction comme celle retrouvée dans les

corps d'inclusion.

Les agrésomes constituent un autre type d’agrégat cellulaire, à rapprocher de ces amyloïdes. Ces

derniers, connus depuis de nombreuses années, apparaissent sans aucune action directe sur la

cellule ; leur expansion est capable de percer la membrane cellulaire. Au contraire, les agrésomes

ont été mis plus récemment en évidence suite à des expériences de surexpression de protéines

hétérologues dans des cellules eucaryotes. Ils sont l'une des conséquences de l'agrégation in vivo, et

correspondraient donc à un équivalent du corps d'inclusion dans une cellule eucaryote. Kopito et al.

estiment que ces agrésomes existent également dans une cellule eucaryote qui ne soit pas en

situation d’expression hétérologue. Ils apparaîtraient lorsque la quantité produite de protéines

sensibles à l’agrégation dépasse la capacité cellulaire d’élimination de ces agrégats (Kopito, 2000),

traduisant encore ici cette idée d’équilibre.

A.III/ Les différents états d'une protéine en solution.

A.III.1/ L'agrégation in vitro

Plusieurs équipes de chercheurs ont mis en évidence le caractère agrégatif de certaines protéines.

Par exemple, Bier & Nord démontrent en 1949 la dépendance au cours du temps, en température et

en concentration, de l’agrégation de l’ovalbumine [Doty & Edsall, 1951]. Halwer et al. rapportent

en 1951 un phénomène d’agrégation de la BSA : ils observent une augmentation de la masse des

particules au cours du temps (à l’échelle de plusieurs mois), et remarquent qu’ils peuvent revenir à

des valeurs de masse initiale en réalisant une ultracentrifugation préalablement à la mesure [Doty &

Edsall, 1951]. Ces chercheurs soulignent justement l’importance de la préparation des solutions

pour éviter ces phénomènes d’agrégation, ou tout du moins l’utilisation de techniques telles la

diffusion de lumière pour écarter les solutions présentant une agrégation.
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Ainsi, le problème d’agrégation décrit lors de l’expression de protéines ne semble pas se limiter au

cas in vivo. Au cours de ma thèse, j'ai été confronté à des problèmes d'agrégation, in vitro et in vivo.

Il apparaît qu'il faut distinguer les agrégats produits in vivo au sein de la bactérie que l'on retrouve

ensuite pendant la purification, des agrégats formés lors du processus de purification. Bien que les

mécanismes de formation puissent être parfois similaires –mauvais repliement d’une protéine–, ce

deuxième type d'agrégats n’exclut pas que la protéine ait pu être, pendant un temps, correctement

repliée et monodisperse.

A.III.2/ Etats microscopiques et macroscopiques

Nous allons désormais nous concentrer sur les deux états extrêmes d'une protéine unique : repliée

ou mal repliée. Le cas de l’état totalement déplié, en conformation « random » ne sera pas discuté

ici puisque, au cours de la synthèse d’une protéine, cet état transite très rapidement vers un état

intermédiaire de repliement. Les deux états replié et mal replié, que j'appellerai « microscopiques »,

induisent différents états de protéines en solution : précipitat, agrégat soluble ou oligomère minimal.

Je nommerai ces états des états « macroscopiques » (Fig. 2).

♦ protéine correctement repliée

Une protéine repliée reste théoriquement monodisperse en solution, tout du moins pour les

protéines globulaires (flèche épaisse). De manière plus exceptionnelle (flèche fine), certaines

protéines bien que repliées au départ, peuvent précipiter, à la suite par exemple, de la formation de

ponts disulfures inter-moléculaires entre des cystéines non impliquées dans des interactions intra-

moléculaires. De manière encore plus rare (flèche discontinue), des protéines repliées peuvent

s’agréger#. Certaines conservent d’ailleurs leur repliement dans certaines conditions de tampon : le

sulfate d’ammonium par la désolvatation qu’il produit sur les protéines, ou bien la cristallogénèse.

Nous reviendrons plus loin sur cet état.

                                                  
# C’est effectivement un événement rare si l’on exclut de ces protéines celles appartenant à des complexes biologiques
de grandes tailles et qui, à l’état « naturel » sont toujours protégées du milieu cytoplasmique.
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♦ protéine mal repliée

Il est généralement admis qu'une protéine précipite lorsqu'elle est mal repliée (flèche épaisse) du

fait de l’exposition au solvant de résidus hydrophobes. De manière très rare, certaines protéines

restent monodisperses bien que mal repliées (flèche discontinue) : c'est le cas pour des molécules

telles que le lysozyme, l'apomyoglobine ou la α-lactalbumine dont la transition repliée / mal repliée

est réversible. Ces molécules, qui possèdent une activité une fois repliée, ont d'ailleurs été

extensivement utilisées comme modèle pour l’étude du repliement des protéines in vitro (Privalov,

1996). A l'inverse, une protéine mal repliéee peut rester en solution, mais sous la forme d'un agrégat

comme dans le cas décrit précédemment de l’ovalbumine (flèche fine).

Dans cette description, on distingue donc deux cas conduisant à la précipitation : soit la protéine ne

s'est jamais repliée correctement ; soit la protéine une fois repliée, tend à s’agréger. Ces repliements

incomplets, ou mauvais repliements, peuvent par exemple exposer au solvant, pendant un laps de

temps trop long, des résidus hydrophobes : ces résidus non polaires vont se regrouper, et donc

former des agrégats. De plus, la réactivité des cystéines est un autre exemple d'agrégation ou de

précipitation pouvant intervenir même lorsque la protéine est correctement repliée (cas de la BSA

Fig. 2 : les différents états d'une protéine, microscopique ou macroscopique, et les liens
entre chacun. L'épaisseur des flèches est fonction de la fréquence, pour une protéine dans

un état microscopique donné, d'être dans tel état « macroscopique ».
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soluble
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Etat d'une protéine unique.
Etat « microscopique ».

Etat de la protéine en solution.
Etat « macroscopique ».

insoluble

polydisperse
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intermédiaire
mal replié

replié
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déplié
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(Maruyama, 2001) ou de manière plus générale (Costantino, 1994)), en particulier dans le cas des

cystéines non impliquées dans la formation de ponts disulfure intra-residus, ou dans une liaison au

zinc.

A.IV/ La stabilité d’une protéine

A.IV.1/ La stabilité thermodynamique d’une protéine native

 A.IV.1.a/ La stabilité thermodynamique selon la relation de Gibbs

Ce terme de stabilité d’un état natif (N) par rapport à l’état dénaturé (D) évoque bien souvent la

stabilité thermodynamique, c’est-à-dire les contributions de l’enthalpie (∆H = HN - HD) et de

l’entropie (∆S = SN - SD) à l’énergie libre (∆G = GN - GD), selon la relation de Gibbs (à température

constante) :

∆G = ∆H - T∆S (1)

La forme native (N) d’une protéine sera dite plus stable que la forme dépliée (D) si l’énergie libre

associée à N est inférieure à celle associée à D, autrement dit si ∆G < 0.

L’état correctement replié d’une chaîne peptidique résulte principalement de l’équilibre entre deux

forces opposées (Baldwin, 1986) :

- celle associée aux interactions hydrophobes. Afin de minimiser l’énergie de solvatation, la

chaîne va adopter une conformation tendant à minimiser les contacts entre l’eau et les groupes

hydrophobes, et en parallèle à favoriser ceux avec les groupements hydrophiles. Le repliement à

l’intérieur de la molécule des chaînes latérales aliphatiques et aromatiques s’accompagne

d’interactions de van der Waals, contribuant elles aussi à la stabilité de l’édifice. De manière

générale, toutes les interactions apportent une contribution enthalpique à l’état replié.

- celle associée à la perte d’entropie de conformation. La chaîne peptidique repliée en une

conformation unique a perdu la majeure partie de ses degrés de libertés. Il ne subsiste que ceux

correspondant aux mouvements internes de rotation et de vibration autour de la conformation

moyenne. La relation de Gibbs implique que cette variation d’entropie négative est associée à
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une variation positive de l’énergie libre. Cette unique contribution est donc défavorable à

l’existence de la forme compacte.

Les interactions électrostatiques (interactions de charges, liaisons hydrogènes), quant à elles, ne

jouent qu’un rôle secondaire dans la stabilisation de la structure de la protéine native,

comparativement aux interactions hydrophobes. Par contre, leur rôle devient beaucoup plus

important lors du processus de repliement en permettant de se rapprocher dans l’espace des charges

de signes opposés (Privalov, 1992).

Pour des protéines, le ∆G observé d’une forme repliée est petit par rapport aux deux valeurs des

énergies antagonistes. Par exemple dans le cas du lysozyme, ∆G vaut 60 kJ à 25°C (soit 298 K)

alors que ∆H et T∆S valent respectivement 236 kJ/mol et 175 kJ/mol (Baldwin, 1986).

Plus généralement, la valeur de l’énergie de Gibbs pour la stabilisation d’une protéine globulaire est

de l’ordre de 50 kJ, soit une énergie moyenne par résidu de l’ordre de 0,5 kJ (dans le cas d’une

protéine globulaire de 100 résidus). Cette valeur représente 1/5ème de l’énergie thermique RT à

température ambiante (la constante des gaz parfaits R = 8,31 J/mol/Kelvin). La stabilité d’une

protéine native ne se limite donc pas aux contributions individuelles de chacun des résidus, mais

tient compte de la coopérativité efficace de ces interactions. Cette coopérativité est d’ailleurs

augmentée par le caractère dual de l’interaction hydrophobe : attractive à courte distance, répulsive

à longue distance.

A.IV.1.b/ La stabilité thermodynamique d’un point de vue biologique

Les structures secondaires, tertiaires et quaternaires des protéines sont le résultat d'un savant

équilibre entre des forces attractives (interactions électrostatiques, hydrophobes, liaisons

hydrogènes), et répulsives (électrostatiques, encombrements stériques, …). Les liaisons fortes entre

résidus éventuellement éloignés dans la séquence primaire# apportent également leur contribution à

cet édifice moléculaire. La stabilité conformationnelle d’une protéine dépend donc directement de

sa séquence primaire.

                                                  
# ces liaisons fortes peuvent être par exemple des ponts disulfures existant entre les groupes S-H de deux cystéines, ou
des liaisons à un ion (Fe2+, Ca2+, Zn2+, …).
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Dans cette séquence, la mutation d’un résidu peut avoir différentes repercussions :

- Provoquer la perte du repliement. Ce cas est aisément détectable puisqu’il entraine souvent la

précipitation de la protéine. Cet état solide conduit d’ailleurs à la non validité du cadre de la

thermodynamique.

- Provoquer la perte d’une fonction biologique. Ce cas peut être détecté lorsque cette fonction est

connue. Malheureusement celle-ci ne l’est pas toujours, en particulier lorsque l’on travaille sur

un domaine.

- Provoquer une modification de la stabilité thermodynamique sans repercussion ni sur le

repliement, ni sur une fonction connue. Pour s’en assurer, il est donc nécessaire d’étudier sa

stabilité thermodynamique par rapport à celle de la protéine sauvage.

Sans réaliser de mesure de stabilité, il est difficile de prédire l’effet d’une mutation. Quelques règles

assez générales ressortent des nombreuses études de mutagénèse dirigée. Ainsi, la mutation d’un

résidu impliqué dans le cœur de la protéine peut avoir de graves répercussions sur cette stabilité,

une unique mutation pouvant aller jusqu’à diminuer la stabilité de près de 40 kJ/mol (Creighton,

1993). En comparant cette valeur à la différence d’énergie libre d’une protéine, une unique mutation

peut donc dans certains cas conduire à la perte du repliement. Par ailleurs, le degré d’implication

d’un résidu dans la stabilité d’une structure est souvent corrélé au nombre d’interactions auxquelles

cet acide aminé participe, ce nombre étant généralement proportionnel à la longueur de sa chaîne

latérale. La proline constitue un cas particulier parmi les acides aminés. De par son cycle carboné,

ce résidu, bien qu’il établisse peu d’interactions hydrophobes ou de charges avec ses voisins,

impose une contrainte géométrique particulière à la chaîne peptidique, capable à elle seule de

rompre la symétrie d'une hélice.

Et pourtant, ces règles générales ne sont de loin pas toujours respectées. Par exemple, les séquences

de protéines appartenant à une même famille de protéines, ont pu changer au cours de l’évolution

avec cependant des effets mineurs sur la conformation des protéines de cette famille. Dans les cas

extrêmes, la divergence de séquences primaires de protéines d’une même famille peut conduire à ne

conserver que 20% d’identité, tout en conservant pourtant un repliement similaire (Chothia & Lesk,

1986). Ceci justifie l’utilisation de la mutagénèse dirigée en biochimie.

Rappelons cependant la non-relation de cause à effet entre une protéine formant des corps

d’inclusion solides et un quelconque défaut de stabilité de cette protéine. Altamirano et al. montrent
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dans un premier temps que que l’un des mutants de IGPS (enzyme impliquée dans les voies de

synthèse du tryptophane) est produit systématiquement sous forme de corps d’inclusion. En utilisant

une méthode originale de renaturation sur colonne, ils parviennent à obtenir une protéine repliée, et

qui présente une stabilité thermodynamiquement comparable à d’autres protéines (Altamirano,

2000).

A.IV.1.c/ La détermination de la stabilité thermodynamique

♦ stabilité face à une dénaturation thermique

Sur une protéine, l’augmentation de température provoque d’abord une augmentation de flexibilité

des régions les moins contraintes –principalement les boucles–, puis passé un certain seuil de

température, la destruction des structures secondaires type hélice α ou feuillet β. Ce seuil est

d’autant plus élevé que le nombre d'interactions attractives est important. Ce nombre important

d’interactions attractives contribue à l’augmentation de l’enthalpie ∆H, tandis que l’augmentation

de flexibilité contribue à une diminution de l’entropie ∆S, et donc à l’augmentation de -T∆S. Passée

une certaine température, la variation d’énergie libre ∆G résultante deviendra positive : la forme

native (N) n’est plus favorisée par rapport à la forme dépliée (D).

Je ne détaillerai cependant pas davantage ce type de dénaturation car, hormis quelques rares

exceptions, elle conduit à l’agrégation ou à la précipitation de la protéine. Ce cas s’éloignant d’un

système à deux états, il n’autorise plus à utiliser les lois de la thermodynamique classique.

♦ stabilité face à un agent dénaturant

La dénaturation peut être induite par l'augmentation de concentration d'un agent dénaturant type

urée ou chlorure de guanidium.

          O           O

H2N--C--NH2 H2N--C==NH2
+

urée ion guanidium

Ces additifs interagissent préférentiellement avec les surfaces de protéines. Ils ont un effet

dénaturant puisque les protéines ont une plus grande surface accessible à ces agents lorsqu’elles

sont dépliées. Cependant, dans ce cas, ce dépliement n’implique pas une agrégation car ces agents
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protègent justement la chaîne peptidique du solvant. Les transitions de dépliements peuvent être

suivies avec toute méthode sensible à la conformation des protéines. Les plus couramment utilisées

sont la fluorescence et le dichroïsme circulaire (Cf. chapitre II de cette introduction).

Ces agents chaotropiques ont eux-mêmes un effet sur les propriétés spectrales des états replié et

déplié qui peut être non négligeable. Il en résulte dans ce cas une pente non nulle dans les parties

pré- et post-transitions des courbes de dénaturation qui doit être préalablement déterminée par

ajustement linéaire (Creighton, 1993) (Fig. 3 A/).

En supposant ensuite que les valeurs extrêmes recouvrent les états totalement repliés ou dépliés, les

valeurs sont ensuite converties en pourcentage : de 0% pour l'état natif à 100% pour l'état déplié#.

Dans le cas de la dénaturation de la phosphoglycérate kinase, les techniques de fluorescence et de

DC donnent deux courbes superposées (Fig. 3 B/), en accord avec une transition à deux états.  Ce

type de transition est d’ailleurs confirmé par l’idée de coopérativité  détaillée précédemment. Cette

coopérativité implique en effet une cassure très rapide lors du processus de débobinage de la

protéine : en d’autres termes il n’existe qu’un très faible nombre d’états intermédiaires (Privalov,

1979).

                                                  
# pour les aspects pratiques, voir Pace, C., Shirley, B. & JA., T. (1994) Measuring the Conformational Stability of a

Protein. In T. Creighton (ed.) Protein Structure: A Practical Approach. IRL Press, Oxford, Vol. 174, pp. 311-329..

Fig. 3 : mesures à l’équilibre de transitions de dénaturation de la phosphoglycérate
kinase. A/ dénaturation au chlorure de guanidium suivie par fluorescence (cercle plein) et
DC (cercle vide). La fraction de protéine dépliée est tracée en B/ [d’après (Nojima, 1977)].

A/

B/
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Ces courbes de dénaturation apportent une première information sur l’énergie libre de la protéine

(Creighton, 1993). En effet, la constante à l’équilibre entre les états natif (N) et déplié (D) peut être

mesurée directement à partir de la fraction moyenne dépliée (α) dans la région de transition.

L’écart d’énergie libre ∆G de N par rapport à D est donné par :

∆G = GN - GD = -RT ln(Keq) où Keq =  [N]/[D] = (1 - α)/α.  (2)

D’un autre côté, ce même ∆G dépend linéairement de la concentration en dénaturant :

∆G = ∆GH20 + m.[dénaturant] (3)

Le paramètre m reflète la dépendance pour l’énergie libre de la concentration en agent dénaturant.

Typiquement, m  vaut 1 ou 3 kcal/mol pour l’urée ou le chlorure de guanidium. A la demi-

dénaturation, Keq est égal à 1, et donc ∆G est nul. Bien qu’il n’existe aucune base théorique pour

cela, la concentration d’agent chaotropique à la demi-dénaturation est généralement extrapolée

linéairement, permettant alors de déterminer sa valeur ∆GH20 en absence de dénaturant.

Cette valeur de l’énergie libre ∆GH20 renseigne sur la stabilité thermodynamique de la protéine.  Qui

plus est, dans un contexte de stabilité thermodynamique, c’est-à-dire lorsque l’on considère que la

mutation n’affecte pas le repliement de la structure, il est possible de juger du gain en énergie libre

(c’est-à-dire du gain en stabilité) apporté par une mutation par rapport à la protéine sauvage (Fig. 4).

Une autre application consiste à déterminer par cette même technique le ∆GH20 de la protéine seule,

et le ∆GH20 de la protéine avec son ligand.

Fig. 4 : fractions
dépliées d'un anticorps
et de différents mutants
en fonction de la
concentration en urée
(Worn & Pluckthun,
1998).
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A.IV.2/ Autres notions incluses dans le terme de stabilité

On parle également de stabilité, ou instabilité, lorsque la mesure de l’activité d’une protéine

diminue au cours d’un test biochimique. Cette stabilité est pourtant différente de la stabilité

thermodynamique décrite précédemment qui ne tient pas compte des étapes intermédiaires de

repliement. Par exemple, l’augmentation de la stabilité thermodynamique par mutation n’explique

pas nécessairement une diminution de l’agrégation. En effet, le gain en stabilité apporté par une

mutation est déterminé par rapport au repliement correct de la protéine, tandis que cette même

mutation peut perturber le processus de repliement, et donc conduire éventuellement à une

augmentation de l’agrégation. En d’autres termes une mutation, déterminée pour augmenter la

stabilité d’une protéine, pourrait dans le même temps augmenter la barrière cinétique entre les états

déplié et replié, et ainsi empêcher ce repliement.

En fait, l’instabilité observée lors d’un test biologique est un terme mal défini qui peut cacher

différentes causes possibles. Citons quelques exemples parmi ceux les plus fréquents :

i/ lorsque l’analyse sur gel SDS d’une protéine ne laisse pas apparaître la bande attendue, la

protéine est dite instable. Cette instabilité n’est en fait que le résultat d’une protéolyse (pendant

l’expression ou pendant le processus de purification) ou d’autres modifications post-

transcriptionnelles, non nécessairement corrélée à une instabilité thermodynamique.

ii/ la protéine peut également être considérée comme instable lorsqu’on la retrouve dans des corps

d’inclusion. Là aussi, comme décrit précédemment, ces corps d’inclusion peuvent résulter d’un

défaut de repliement, ou d’un déséquilibre entre repliement correct et agrégation. La notion de

stabilité thermodynamique ne peut non plus s’appliquer ici puisqu’elle sous-entend la stabilité

d’un repliement donné, alors que cet état n’a pas été atteint.

iii/ la protéine est dite aussi instable lorsqu’elle est précipitée après purification. Celle-ci peut

intervenir suite à une incompatibilité entre le tampon et une protéine –même correctement

repliée–, suite à la formation de ponts dissulfure intermoléculaires, au rapprochement de zones

hydrophobes exposées au solvant alors même que la protéine est repliée, ou encore suite à un

repliement incomplet comme état métastable entraînant la précipitation lente de la protéine.

Cette liste n’est évidemment pas exhaustive, mais donne d’autres notions incluses dans ce terme

polysémique de stabilité. Mon travail de thèse m’a amené à rencontrer ces autres notions de stabilité

bien plus que celle de stabilité thermodynamique. Ces aspects demandent en fait d’autres outils
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d’analyse que ceux rencontrés classiquement en biochimie, en particulier des outils axés sur la

biophysique. Ce sont ces outils que j’introduis dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE II : TECHNIQUES BIOPHYSIQUES

A.V/ Principes généraux de spectroscopies.

Une expérience classique de spectroscopie est conceptuellement extrêmement simple. Une radiation

électromagnétique d'une longueur d'onde donnée est dirigée vers l'échantillon. Les propriétés de la

radiation sortante sont analysées. La propriété la plus souvent mesurée est la fraction de lumière

absorbée ou dissipée par l'échantillon (spectroscopies d'absorption, de diffusion). Il est également

possible d'analyser la lumière réémise par l'échantillon à une longueur différente de celle utilisée

pour l'excitation (spectroscopies de fluorescence, de phosphorescence, diffusion Raman, ou encore

diffusion inélastique). Hormis l'intensité et la longueur d’onde, des techniques plus complexes

analysent également la polarisation de la radiation émise par l'échantillon (dichroïsme circulaire,

anisotropie de fluorescence, …).

Chaque spectroscopie utilise une plage de longueur d'onde bien définie (Fig 5), fonction des

propriétés de la molécule que l'on étudie : des ondes radio pour la RMN ou la RPE, aux rayons X

pour la cristallographie en passant par l'infrarouge pour la technique FTIR, l'ultraviolet proche et/ou

lointain pour le dichroïsme circulaire ou la fluorescence.

A.V.1/ L’interaction lumière / matière

La spectrométrie se base sur l'interaction des ondes électromagnétiques avec la matière (atomes,

molécules, solution, …). La lumière est constituée d'un champ électromagnétique oscillant très

rapidement. La matière, quant à elle, possède des propriétés électriques et magnétiques liées aux

distributions de charges et de spins. L’onde, en interagissant avec cette matière, modifie sa

distribution de charges et de spins. Les techniques spectroscopiques consistent à étudier, après

excitation, le retour à l'équilibre de cette distribution.
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En fonction des propriétés mises en jeu, la lumière est considérée soit comme une particule

d'énergie E –un photon–, soit comme une onde de longueur d'onde λ. Suivant le type de

spectrométrie, on évoque davantage le côté corpusculaire (fluorescence, absorption, …) ou le côté

ondulatoire (RMN, RPE, …). La relation liant énergie et longueur d'onde est :

                           E h
c

= .
λ

                             (4)

où h est la constante de Planck et c la vitesse de la lumière.

Une molécule en solution, irradiée par une onde, peut soit absorber, soit diffuser la lumière

incidente. Nous allons désormais distinguer ces deux types de phénomènes.

A.V.1.a/ Absorption de lumière

Un système, s'il est excité par une radiation d'énergie suffisante, peut passer d’un état fondamental à

un état excité en absorbant un photon, et donc son énergie : c'est l'absorption de lumière (Fig. 6). Il

s’agit d’un phénomène très rapide, de l'ordre de quelques femtosecondes (fs.) (1fs. = 10-15 s.).

♦ Absorption de photon et phénomène de fluorescence

La lumière peut être absorbée par interaction directe avec une particule, par exemple un électron

d’une orbitale atomique, et l’amener ainsi dans un état excité. Les règles de mécanique quantique

n’autorisent l’absorption d’un photon que pour certaines valeurs d’énergie, au moins supérieures à

e1-e0 (e1 et e0 sur la figure 6). L’électron revient ensuite dans le sous-état excité de plus faible

énergie e1. Puis, le retour à l’état fondamental peut alors suivre différents procédés : soit l’électron

cède son surplus d'énergie par collision ou par dissipation de chaleur au milieu environnant, soit le

états

fondamentaux

Energie

états

excités

    r    v    e

photon

e5
e4
e3
e2
e1

e0

Fig. 6 : représentation schématique des états
d'énergie d'une particule. Les flèches en trait
épais continus représentent les transitions
électroniques entre deux états associées à un
photon, celles en traits épais discontinues les
transitions électroniques entre deux états sans
émission de photons, celles en trait fins des
transitions par conversion interne sans
émission de photon au sein d'un même état.
Enfin, celles en pointillées notées r et v
correspondent respectivement aux transitions
rotationnelles et vibrationnelles. Les niveaux
d’énergies ne sont pas à l’échelle.
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système réémet un photon. Ce phénomène est appelé fluorescence ou phosphorescence suivant que

la durée de vie de l’état excité est de l'ordre de la nanoseconde (ns), ou de la milliseconde (ms). Les

systèmes pouvant fluorescer sont principalement les électrons des cycles aromatiques. Tout

chromophore fluorescent peut être caractérisé par son rendement quantique, défini comme le

rapport du nombre de photons émis par le nombre de photons absorbés. Par ailleurs, il est

intéressant de noter que l'énergie du photon réémis est toujours plus basse –et donc sa longueur

d'onde plus grande– que celle du photon excitateur.

Ces principes sont généralisables aux particules autres que l'électron : les nucléons (neutron et

proton), ou même les particules constituants ces nucléons (quarks, …). La différence réside dans les

énergies mises en jeu : plus l'espace occupé par la particule diminue, plus l'énergie pour l'exciter

augmente. Ainsi, l'énergie nécessaire pour exciter un proton ou un neutron est bien supérieure à

celle nécessaire pour exciter un électron. Ce domaine d'énergie, non représenté sur la figure 5 se

situe au-delà des rayons X à des fréquences supérieures à 1020 Hz, ou des longueurs d'onde

inférieures à 0,01 nm.

♦ Absorption de photon par une molécule

Un électron associé à une orbitale moléculaire peut lui aussi absorber un photon. Là également,

seuls les photons ayant une certaine valeur d'énergie peuvent être absorbés. Cependant ces électrons

étant délocalisés, l’énergie d’un photon absorbé est plus faible que dans le cas de  l’absorption d’un

photon par un électron d’une orbitale atomique. Les énergies de liaison ou de rotation,

correspondant à des sous-états de l’état fondamental ou états vibrationnels, s’en trouvent donc

affectées (Fig. 6).

A.V.1.b/ Le phénomène de diffusion de lumière

Dans les phénomènes d’interaction lumière / matière, nous avons pour l'instant évoqué le cas où le

photon est absorbé par la matière. Lorsque le photon n’a pas l’énergie suffisante pour être absorbé

par les électrons de la molécule présente en solution, le photon est alors diffusé par la matière. Ces

phénomènes sont regroupés sous le terme de diffusion de lumière. On distinguera deux cas de

diffusion :



__________________ INTRODUCTION Techniques biophysiques

_____________________________________________________

27

- le photon diffusé a « rebondi » sur la matière sans perte d’énergie. La longueur d’onde du

photon diffusé est donc identique à celle du faisceau incident. On parle alors de diffusion

élastique, ou diffusion de Rayleigh élastique.

- un couplage entre le photon et le mouvement subi par l’électron conduit un petit nombre de

photons à échanger une partie de leur énergie avec des électrons de la molécule. Cette énergie

est beaucoup plus faible que celle correspondant aux transitions électroniques. Du fait de la

relation (1) reliant l’énergie à l’inverse de la longueur d’onde, la longueur d’onde du photon

diffusé sera donc plus grande que celle du faisceau incident.  Si les mouvements sont d’origine

brownienne, on parle de diffusion de Rayleigh inélastique. S’ils correspondent à des vibrations

intramoléculaires, on parle de diffusion Raman.

♦ Traitement physique de la diffusion de lumière

Le traitement quantitatif de la diffusion de lumière commence avec les travaux de Lord Rayleigh en

1871. La lumière est constituée de la variation périodique des champs électrique et magnétique

exercant une force sur les électrons des molécules de la solution. Cette force engendre un

déplacement de l’électron à la même fréquence que la lumière excitatrice, la position moyenne de

l’électron coïncidant avec sa position à l’équilibre. Or les équations de Maxwell stipulent que toute

charge soumise à une accélération va émettre une onde électromagnétique –c’est-à-dire de la

lumière– de même fréquence que l’onde excitatrice dans une direction perpendiculaire à celle de

l'accélération : ce principe physique trouve une application dans les rayonnements synchrotrons.

Dans notre cas, cette nouvelle radiation correspond à ce que l’on appelle la lumière diffusée. Par

contre, bien que la fréquence soit identique, sa longueur d’onde pourra différer selon le milieu

traversé. Ce principe est par exemple à l’origine du phénomène de réfraction (apparence bleue du

ciel en journée ou rouge en soirée, impression de cassure d’une cuillère à l’interface entre l’air et

l’eau, …).

Contrairement à l'absorption, le photon n'est pas absorbé par la molécule lors des phénomènes de

diffusion de lumière. Arrivé selon la direction du faisceau incident, ce photon repartira dans une

direction qui peut être toute autre : ceci induit une diminution de l'intensité du faisceau en sortie de

l'échantillon, mais surtout –phénomène plus facile à observer– une apparition de lumière dans les

directions autres que celle du faisceau incident.

♦ Diffusion, diffraction et milieu isotrope

Dans le cas où la matière est ordonnée dans l'espace, tel dans un cristal de protéine la lumière

semble n'être diffusée que selon certaines directions privilégiées. Le terme de diffraction remplace
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alors celui de diffusion, bien que le principe physique soit identique à la base. Dans ce cas, les

ondes diffusées -initialement de manière isotrope- interfèrent de manière soit constructive, soit

destructive, laissant apparaître une distribution anisotrope de taches et de trous de lumière. Les

particules diffusantes s’apparentent alors à des sources de lumières dépendantes les unes des autres.

Au contraire, dans une solution ou dans un gaz, chaque particule diffusante occupe une position et

une orientation aléatoires. La lumière diffusée par l'ensemble des particules l’est donc de manière

isotrope, c'est-à-dire avec la même intensité dans toutes les directions de l'espace. Ces sources de

lumière sont donc considérées comme des sources indépendantes.

A.V.I.c/ Absorption, diffusion et fluorescence

La figure 7 résume les différences entre absorption, diffusion et fluorescence, tels que décrits dans

les paragraphes précédents. Dans un souci de clarté, dans le cas de la fluorescence (Fig. 7c), la

radiation de même longueur d'onde λ que l'onde incidente, existante en sortie de l'échantillon, n'a

pas été représentée. Cette radiation ne joue cependant aucun rôle dans les phénomènes de

fluorescence.

Dans une expérience d'absorption ou de fluorescence, les longueurs d'onde incidentes doivent être

absorbées par la matière. Au contraire, la diffusion de lumière exige de se placer à des longueurs

d'onde pour laquelle la matière est « transparente ».

Figure 7 : vision schématique des différences entre l'absorption (a), la diffusion (b) et
la fluorescence (c). Le carré grisé représente l'échantillon.

λ λ

(a)

absorption de lumière

(b)

diffusion élastique de lumière

λ λ

λ

λ' > λλ

λ' > λ

(c)

fluorescence
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A.V.2/ Les montages utilisés en spectrométrie

Il existe quatre possibilités de détection, résumées dans la figure 8 : observations (a) à 180° dit

montage linéaire, (b) à 90° appelé montage en L ou perpendiculaire, (c) à 45°, et (d) à 0° ou

montage en rétrodiffusion. Toute spectrométrie impliquant une analyse de la lumière en sortie de

l'échantillon, se base sur l'un de ces quatre montages. Chaque spectromètre possède une source et un

détecteur qui lui sont propres, appropriés aux longueurs d'onde de travail.

Le montage linéaire est utilisé pour comparer les intensités lumineuses incidente et transmise : il est

donc idéal pour mesurer une absorption. Ceci implique que la solution induise des modifications

non négligeables, sans pour autant atténuer totalement le faisceau sortant. Au contraire, le montage

en L est préféré pour analyser la lumière réémise : il est donc idéal pour effectuer des mesures

directes de diffusion, ou de fluorescence. Le signal en sortie du détecteur étant généralement

amplifié par un photomultiplicateur, l'avantage de ce montage réside donc dans sa très grande

sensibilité, le faisceau incident ne perturbant pas les mesures. Le montage à 45° n'est utilisé que

lorsque la solution absorbe trop de lumière. Ce montage est rarement rencontré en biologie. Enfin,

le montage en retrodiffusion s’utilise dans des cas très particuliers comme la Résonance

Magnétique Nucléaire, la mesure de fluorescence sur des plaques ELISA, … : la source d'ondes et

le détecteur étant confondus, il faut développer une technique de détection propre à chaque

spectroscopie. Par exemple, la RMN utilise une unique bobine pour l’excitation et pour

l’acquisition, mais à des instants différents.

Reprenons maintenant quelques techniques spectroscopiques plus en détail.

(a)

observation à 180°

(b)

observation à 90°

(c)

observation à 45°

Figure 8 : représentation schématique des trajets optiques (flèches) pour différentes géométries
de montages rencontrés en spectrophotométrie. Le carré grisé représente l'échantillon.

(d)

observation à 0°
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A.VI/ Aspects expérimentaux de techniques spectroscopiques appliquées à

l’étude de protéines.

A.VI.1/ L'absorption de lumière ou la mesure de densité optique

A.VI.1.a/ Absorption de la référence.

Toute molécule absorbe de la lumière, mais avec une efficacité variable d'un type de molécule à

l'autre. Ainsi, il est envisageable de mesurer aussi bien l'absorption d'une solution aqueuse que celle

d'une protéine. Ceci traduit la relativité de la mesure. La mesure d'absorption de lumière par une

solution acqueuse implique l'utilisation de l'eau comme référence, tandis que la mesure d'absorption

par une protéine implique celle du tampon dans lequel elle est dissoute. Dans le cas d’une protéine,

cette référence tiendra compte de tous les éléments l’entourant (solvant, ions), y compris également

des paramètres tels que le pH ou la température qui peuvent avoir un effet sur l'absorption.

Un agent dénaturant tel que urée ou chlorure de guanidium est parfois utilisé à des  concentrations

atteignant plusieurs molaires, valeurs bien supérieures à celle de la protéine. Une attention toute

particulière doit être apportée à leur pureté. En effet, à de telles concentrations, une impureté même

à l'état de trace aura une concentration de même ordre de grandeur que celle de la protéine. Or ces

impuretés peuvent absorber la lumière aux longueurs d'onde de travail, et donc perturber

sensiblement le spectre de la protéine que l'on étudie.

A.VI.1.b/ Absorption par la molécule d'intérêt.

La loi de Beer-Lambert permet de relier directement l’absorbance A(λ) et la concentration d’une

molécule :

                        A
I

I
l cλ λε( ) = 





= ( )log . .0                             (5)

I0 et I sont les intensités de la lumière traversant respectivement la référence et l'échantillon, ε (M-

1.cm-1) le coefficient d'extinction molaire, l la longueur du trajet optique (en cm) et c la

concentration (en M). Remarquez que ε, et donc l'absorbance A, dépendent de la longueur d'onde.

Pratiquement, le coefficient d'extinction molaire correspond à la densité optique (DO) d'une
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solution à 1 molaire. Cette relation dénote le caractère linéaire de l'absorption, à condition de rester

dans des gammes de concentrations pas trop élevées, typiquement telle que la DO reste inférieure à

1. Les grandes variations de concentrations limitent la sensibilité de l’appareil, car celui-ci doit être

conçu pour couvrir une grande plage d’intensités (de très fortes à très faibles). Au delà d’une DO de

1, l’imprécision de la mesure ne permet plus d'appliquer cette loi.

Même si les substances biologiques absorbent un grand nombre de fréquences, seules certaines

domineront le spectre d'absorption. Parmi ces objets, nous retrouvons celles ayant les cycles

aromatiques (Fig. 9A) et la liaison peptidique dans le cas des protéines, ainsi que les bases dans le

cas des acides nucléiques (Tableau 1). L'absorption d’une molécule résulte de la combinaison

linéaire de l'absorption de chacun des chromophores, pondérée par leur nombre.

Absorbance Fluorescence
Groupements

ε (M-1.cm-1) λmax (nm) φ λmax (nm)

Tryptophane (W) 5600 280 0,20 348

Tyrosine (Y) 1400 275 0,15 303

Phénylalane (F) 200 257 0,04 282

Adénosine (A) 13400 260 2,6 10-4 321

Cytosine (C) 6100 267 0,8 10-4 313

Guanine (G) 8100 275 3,0 10-4 329

Uracile (U) 9500 260 0,4 10-4 308

liaison peptidique 4-8000 ≈190 -- --

flavine FAD 11000 450 0,03 530

NADH 6200 339 0,02 470

DANSYL 3400 330 0,10 510

ANS 6800 374 0,98 454

bromure d'éthidium 3800 515 1,00 600

Tableau 1 : caractéristiques d'absorption et de fluorescence de quelques composés classiquement
rencontrés en biologie (acides aminés, bases, quelques chromophores intrinsèques et extrinsèques).

Les valeurs des longueurs d'onde indiquées (absorption et fluorescence) sont sensibles à
l'environnement et sont donc données à titre indicatif (adapté de [Eftink, 1991]).



Fig. 9 : spectres d'absorption (A) et de fluorescence (B) des résidus tryptophane (Trp), tyrosine 
(Tyr) et phenylalanine (Phe). Les mesures d'absorption sont réalisées à pH 7.0 à 25°C avec des 

concentrations de 1 mM (Phe) ou 0,1 mM (Tyr et Trp). L'excitation pour les mesures de 
fluorescence est réglée à : 257 nm (Phe à 100 µM), 274 nm (Tyr à 6 µM) et 278 nm (Trp à 1 µM).
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♦ Intérêt des mesures d’absorption en biologie

L’utilisation la plus fréquente de la loi de Beer-Lambert consiste, à partir d’une mesure de DO à

280 nm, à déterminer la concentration d’une protéine en solution connaissant son coefficient

d’extinction molaire (calculé à partir de la séquence primaire et du tableau 1) (Gill & von Hippel,

1989). A 280 nm, l’environnement peut cependant influer de manière limitée sur ce coefficient

d’extinction : la concentration mesurée sera donc réelle dans une limite de 5 à 10%.

Un spectre d’absorption entre 220 et 320 nm permet également de détecter la présence de

contaminants, et plus particulièrement la présence d’ADN ou ARN dans une solution de protéine

(ou inversement), les uns absorbant principalement vers 260 nm, les autres vers 280. Cette mesure

est donc complémentaire d’un gel de protéines.

Un spectrophotomètre est aussi utilisé pour mesurer une concentration de bactéries en solution :

cette mesure utilise cependant un autre principe physique qui est celui de la turbidimétrie. En se

plaçant à une longueur d'onde où les molécules absorbent le moins –soit donc au delà de 550 nm–,

la diminution de lumière dans la direction du faisceau incident est provoquée par la diffusion et

l'absorption de lumière par les bactéries. Cette diminution est également traduite en terme de DO.

Il existe d’autres applications moins courantes à cette technique, comme par exemple :

1/ détermination du nombre de tyrosines dans une séquence. Le coefficient d'extinction molaire de

la tyrosine est particulièrement sensible à l'état de protonation du groupement OH (pKa ≈ 10,9),

mais bien moins à son environnement polaire. Ainsi, une titration en pH entre 8 et 14, réalisée

sur un spectromètre d'absorption, permet de détecter la présence de tyrosine(s) et peut même

aider à remonter jusqu'à leur nombre inclus dans la séquence primaire [d'après (Cantor &

Schimmel, 1980).

2/ effet d’hypochromicité : la théorie quantique de l'interaction lumière / matière démontre que

l’interaction des chromophores entre eux provoque une diminution de l'intensité absorbée, à

condition que ces chromophores soient à des distances inférieures à quelques angstrœms et

soient distribués régulièrement. Ainsi, un ADN en double hélice absorbe moins de lumière que

ce même ADN à l’état dénaturé ou digéré (Fig. 10).
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Cette situation se retrouve également dans le cas de la poly-L-Lysine : la conformation de ce

peptide, variable en fonction du pH, induit des modifications du coefficient d’extinction molaire

entre 180 et 220 nm, région d’absorption de la liaison peptidique (Fig 11). Dans le cas des

protéines, il n'a pas pu être établi de spectres d'absorption de références en fonction de la

structure secondaire. Par ailleurs, l’acquisition de spectres d'absorption dans cette région (180 –

220 nm) ne sont pas évidents à obtenir : forte absorption du tampon (Cf. $II.B.4), grande

imprécision des spectrophotomètres. Les différences observées ne peuvent donc être reliées

directement à une structure secondaire donnée, faisant plus de cette technique un moyen de

comparaison entre différents lots de protéines, qu’une mesure absolue.

A.VI.2/  Spectroscopie de fluorescence

Le phénomène d'émission de fluorescence est un processus de l’ordre de 10-9 ou 10-8 s, à comparer

à la vitesse relative de l’absorption (10-15 s). L’environnement du fluorophore sera donc modifié

avant réémission du photon par des mécanismes intervenant sur cette même échelle de temps :

collisions avec le solvant, réactions de protonation ou de déprotonation, changements

Fig 11 : coefficient d'extinction
molaire de la poly-L-Lysine en
fonction de la structure secondaire.
pH 6.0, 25°C : structure aléatoire ;
pH 10.8, 25°C : hélice α ; pH 10.8
52°C : feuillet β [d’après (Cantor
& Schimmel, 1980)].

longueur d'onde (nm)

ADN E. coli à 82°C

ADN natif à 25°C

digestion enzymatique à 82°C

Fig. 10 : spectres d'absorption
pour un ADN de E. coli. à
différentes températures. On
remarque que le spectre à haute
température est similaire au
spectre de l'ADN digéré, mais
qu’ils diffèrent sensiblement du
spectre de l’ADN natif [d'après
(Voet, 1963)].
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conformationnels locaux, diffusions rotationnelle et translationnelle. L'intérêt de la spectroscopie de

fluorescence réside donc tout particulièrement dans sa sensibilité à l'environnement bien meilleure

que celle de la spectroscopie d'absorption.

Pour remonter à ces informations, il a été nécessaire de développer un large éventail de techniques :

spectre d'excitation, d'émission, ou fonction du temps ; lampe à spectre continu, faisceau polarisé,

impulsions laser ; mesures du maximum d'émission, rendement quantique, demi-vie, inhibition

(« quenching »), polarisation ... Je ne décrirai dans la suite que la fluorescence à l'état d'équilibre

excitée par une lampe à flux continu. Tous les résultats exploités dans ce manuscrit ont en effet été

obtenus avec un tel spectrofluorimètre ; ce type d’appareil est d’ailleurs celui le plus couramment

rencontré.

Un autre atout de la fluorescence tient dans l'utilisation du montage perpendiculaire. Le faible

niveau de lumière parasite provenant du faisceau incident procure une grande sensibilité de

détection. Il est donc possible de travailler avec des concentrations de l’ordre du nanomolaire.

Le phénomène de fluorescence se traduit par une réémission de lumière, à des longueurs d'onde

toujours plus grande que la longueur d’onde excitatrice. Le tableau 1 donne les caractéristiques

principales de fluorescence de quelques composés classiquement rencontrés en biologie. La figure

9B montre les spectres de fluorescence de trois résidus aromatiques : le tryptophane (W ou Trp), la

tyrosine (Y ou Tyr) et la phénylalanine (F ou Phe).

Dans une expérience de fluorescence, deux paramètres sont particulièrement intéressants :

l’intensité maximale et la longueur d’onde correspondant à ce maximum. Pour peu que le solvant

soit polaire, ses molécules se redistribuent autour du fluorophore, impliquant une modification des

propriétés électriques avant le retour à l’état fondamental. Cette redistribution tend à abaisser son

énergie, et donc à augmenter la longueur d'onde de la lumière réémise. Ainsi, le maximum

d'émission du tryptophane dans l'eau, solvant fortement polaire, se situe à 355 nm, tandis qu'il se

décale à 325 nm pour ce même tryptophane plongé dans une solution de dioxane, solvant considéré

comme apolaire (Gerard, 1975).

L’intensité de fluorescence est, elle aussi, sensible à l’environnement du tryptophane. Un

environnement rigide ou non polaire provoque une augmentation du rendement quantique, tandis

qu’une exposition au solvant peut entrainer une inhibition de fluorescence par des molécules en

solution (en particulier l’oxygène ou les atomes lourds, type césium ou iode). Ainsi, le tryptophane

possède un rendement quantique maximal de 0,30 lorsqu'il est enfoui contre 0,15 lorsqu'il est
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exposé au solvant (Gerard, 1975). Le rapprochement du tryptophane d’un groupement SH ou d’un

groupement carbonyle CO de la liaison peptidique peut induire également une inhibition (Ababou

& Bombarda, 2001).

Enfin, il est parfois préférable de s'éloigner de la longueur d'onde d'excitation des résidus Tyr et

Phe. On choisira alors une excitation à 295 nm, sélective du Trp (Eftink, 1998).

♦ Intégrité du repliement d’une protéine

La fluorescence renseigne dans une certaine limite sur le repliement d’une protéine (si elle contient

au moins un tryptophane). Un maximum de fluorescence décalé vers des basses longueurs d’onde

–jusqu'à 308 nm dans le cas de l'azurine (Eftink, 1998)– indique que le tryptophane est protégé du

solvant. Ceci peut signifier, soit que la protéine est correctement repliée, soit qu’elle forme des

agrégats isolant le tryptophane du solvant. Il en est de même pour le rendement quantique de

fluorescence.

♦ Mesure de dénaturation par fluorescence

On suit le paramètre pour lequel la différence entre l’enfouissement et l’exposition au solvant des

résidus aromatiques est la plus grande. Ceci dit, lorsque cela est possible, on suivra l’évolution de

l’intensité plutôt que celle du maximum d’émission. En effet, ce maximum est pondéré par les

concentrations relatives des états repliés et dépliés (comme pour l’intensité), mais aussi par le

rendement quantique de chacun des états ; le cas extrême étant celui où l’état dénaturé ne possède

plus de fluorescence (Eftink, 1998). Enfin, lorsque le signal est proche du bruit de fond comme ce

qui est souvent à haute concentration d’agent dénaturant, il est plus facile d’en extraire le maximum

d’intensité que la longueur d’onde.

♦ Intensité de fluorescence et concentration

On peut se dire que plus la concentration en molécules fluorescentes augmente, plus l'intensité de

fluorescence sera grande. En fait, ceci n'est vrai que dans une certaine limite (Fig. 12A). A des

concentrations suffisamment faibles, la fluorescence est directement proportionnelle à la

concentration de l'échantillon. Par contre, à plus forte concentration, deux phénomènes

interviennent en parallèle : la lumière incidente est absorbée ou diffusée dans une trop grande

proportion avant d'avoir traversé toute la cuve ; la lumière émise par fluorescence est grandement

diffusée dans la cuve. La diminution de l'intensité de fluorescence intervient lorsque la
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concentration de protéines dépasse un seuil compris généralement entre 0.1 et 1 mM. Il est

cependant bien rare de travailler à de telles concentrations vu la sensibilité des détecteurs.

Cependant, puisque le rendement de fluorescence dépend dans une large mesure de

l’environnement des fluorophores –et plus particulièrement du tryptophane–, la détermination de la

concentration d’une protéine doit être réalisée en présence d’un agent dénaturant.

Une expérience très simple permet de vérifier l'absorption de lumière par la solution (Fig. 12B) : par

un positionnement correct des fenêtres d'excitation et d'émission, il est possible d'évaluer

l'absorption de la lumière incidente (comparaison entre a et b), ou la réabsorption de la lumière de

fluorescence (comparaison entre a et c). En pratique, dans les expériences de fluorescence, seule la

lumière provenant du centre de la cuve est recueillie.

A.VI.3/ Le Dichroïsme Circulaire (DC)

Le phénomène de dichroïsme circulaire découle de l’activité optique des molécules asymétriques en

solution. Des chromophores chiraux –c'est-à-dire qui ne présentent ni centre, ni plan de symétrie–

ne vont pas absorber de la même manière une lumière polarisée circulairement gauche ou droite.

Un spectre de dichroïsme circulaire est obtenu en exposant un échantillon alternativement à une

lumière monochromatique polarisée circulairement gauche puis droite, puis en détectant la

différence d'absorption ∆A, et ce à chaque longueur d'onde. Cette différence, typiquement de l'ordre

de 0,05% à 0,5% de l'absorption totale, est détectable très précisément. D’après la loi de Beer-

concentration

Fig. 12 : Fluorescence et absorption de lumière. A/ relation entre intensité de fluorescence et
concentration. Le rectangle en pointillé délimite la zone de linéarité. B/ Le carré en trait épais

représente l'échantillon, I0 et IF respectivement les intensites des faisceaux incident et de fluorescence.

intensité de

fluorescence
A/

IF

I0

a

c

b
B/
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Lambert, la différence d’absorption est directement reliée à la différence εG - εD
#, appelée également

pouvoir rotatoire. Ce pouvoir rotatoire peut être positif ou négatif (Fig. 13). Ces signes seront

d'ailleurs opposés pour deux énantiomères L ou D. Un mélange racémique ne présente donc pas de

signal en dichroïsme circulaire.

Afin de comparer des spectres de molécules entre eux, la différence d’absorption est convertie en

une unité indépendante de la concentration, l'ellipticité molaire [θ] (en degré.cm2/decimole) :

[θ] = 3300.∆A / (d.M) (3)

où d représente la longueur (en cm) du trajet optique, et M la concentration (en mol/l). Le facteur

3300 provient des conversions depuis le système international (de radian en degré, et de mole et

décimole) multplié par le facteur numérique ln2 / 4.

En UV lointain, le dichroïsme circulaire d’une protéine tire principalement son origine de la

chiralité de la liaison peptidique induite par les éléments de structures secondaires (hélice α, feuillet

β, structure aléatoire, boucle, …). Des spectres de références, dits spectres de Greenfield, ont pu

être établis pour chaque type de structure secondaire (Fig 14) (Adler, 1973). Le spectre obtenu pour

une protéine correspond à la combinaison linéaire de ces références.

                                                  
# εD et εG sont les coefficients d'extinction molaires induits par une lumière polarisée circulairement droite et gauche.

(a

(b
(c

εG − εD

λ

λ

ε A/

B/

Fig. 13 : absorbance et
dichroïsme circulaire.
Le spectre d'absorption
A/ contient deux pics
d'absorption (a) et (b)
optiquement actifs avec
des pouvoirs rotatoires
de signes opposés, et un
pic (c) optiquement
inactif.
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Cette technique permet de travailler avec des solutions de 20 à 200 µl à des concentrations de

l'ordre de 50 à 1000 µg/ml. Cependant, vu la gamme de longueurs d'onde utilisées, une attention

toute particulière doit être portée au choix du tampon qui doit être le plus « transparent » possible.

Sans cela, l'absorption serait telle que l'infime différence due à la chiralité des chromophores serait

diluée dans le bruit de fond. Ceci constitue l'une des contraintes majeures en terme d'absorption.

Absorbance d'une solution à 10 mM.
Composé pH

lim. sup.

d'absorption 210 nm 190 nm 180 nm

NaF 170 nm 0 0 0

NaCl 205 nm 0 > 0,5 > 0,5

Na2HPO4 210 nm 0 0,5 > 0,5

NaH2PO4 195 nm 0 0,01 0,15

Acétate de sodium 220 nm 0,03 > 0,5 > 0,5

Acide borique, NaOH 9,1 200 nm 0 0,09 0,3

NaOH 12,0 230 nm > 0,5 > 2 > 2

Tris 8,0 220 nm 0,02 0,24 > 0,5

Hepes 7,5 230 nm 0,37 > 0,5 > 0,5

Tableau 2 : absorption de quelques tampons à trois longueurs d'onde [d’après (Schmidt, 1994)].

Le tableau 2 résume la transparence de différents tampons ou composés à des longueurs d'onde

inférieures à 220 nm : des composés ou tampons tels que l'Hepes ou le chlorure de sodium sont

Fig. 14 : spectres de références de Greenfield de
dichroïsme circulaire pour des peptides adoptant
une  structure secondaire pure : hélice (α), brin (β)
ou structure aléatoire (rc).
L'unité [θ] correspond à l'ellipticité molaire ; elle
est indépendante de la concentration de
l'échantillon, ainsi que du nombre de résidus qui
constitue le peptide. On remarquera que le signal a
une forte amplitude à 222 nm.
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donc à proscrire à ces longueurs d'onde, et ce même à des concentrations de l'ordre de 10 mM. Le

DTT, l'histidine ou l'imidazole sont d’autres composés également à proscrire.

Un spectre de DC permet, à partir du spectre de la protéine d’intérêt et d’une base de données de

références, de déterminer le pourcentage de structures secondaires existant dans la protéine en

solution. Il existe pour cela plusieurs méthodes numériques d’analyse, dont les plus connues sont la

régression finie (programme CONTIN) (Provencher & Glockner, 1981) et la décomposition en

valeurs singulières par sélection variable (programme VARSELEC) (Manavalan & Johnson, 1987).

Toutes ces méthodes donnent des estimations raisonnables des pourcentages de structures

secondaires. Une excellente revue de Greenfield N.J. compare les différentes approches en donnant

leurs avantages et leurs inconvénients, tout en apportant des renseignements pratiques pour

l’obtention de mesures de qualité (Greenfield, 1996).

A noter que la comparaison du spectre de la protéine d’intérêt avec ceux compris dans ces bases de

données nécessitent l’utilisation d’une unité commune, indépendante de la concentration de

l’échantillon. Ceci implique une connaissance stricte de cette concentration. L’absorption dépendant

faiblement de la conformation de la protéine en solution, une détermination précise de la

concentration pourra être obtenue par une mesure d’absorption en condition dénaturante (Gill &

von Hippel, 1989).

Bien que le Dichroïsme Circulaire rende compte du pourcentage de structures secondaires existant

dans la protéine, il ne permet pas de savoir quel résidu y est impliqué, contrairement à la Résonance

Magnétique Nucléaire.

A.VI.4/ La résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La Résonance Magnétique Nucléaire est une spectroscopie à part entière, puisqu’elle étudie

l’interaction des ondes radiométriques avec les spins nucléaires. La faible sensiblité de détection

oblige à travailler avec des concentrations de l’ordre du millimolaire. Je ne rentrerai pas davantage

dans les principes de cette technique, mais renverrai plutôt aux excellents ouvrages tels que :

(Wüthrich, 1986), .
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Les fréquences de résonances des spins étant très sensibles à leur environnement, la spectroscopie

RMN permet de différencier la plupart des protons entre eux. Ainsi, dans un spectre, les protons

amides se situent généralement entre 7 et 10 ppm#, les protons amides de bouts de chaînes latérales

(Asn et Gln) ainsi que les protons des cycles (Trp, Tyr, Phe, His) entre 5 et 7 ppm, les protons Hα

entre 4 et 5 ppm, puis les protons aliphatiques en deçà de 4 ppm.

Qui plus est, les protons amides d’une protéine dépliée auront un environnement chimique

davantage similaire entre eux que s’ils appartenaient à une protéine repliée. La RMN, de part son

extrême sensibilité à l’environnement, permet de différencier une protéine dépliée d’une repliée, et

ce même à partir d’un spectre à une dimension (spectre 1D) (Fig. 15). En particulier, les CH3

résonant en deçà de 0.7 – 0.8 ppm sont généralement impliqués dans des interactions hydrophobes.

Ceci constitue, avec la dispersion des fréquences de résonance, le critère essentiel du repliement

détecté par RMN.

Il est cependant impossible, dans le cas d’une protéine, d’attribuer chacun des pics à son proton

correspondant sur de tels spectres. Pour y parvenir, il est nécessaire d’enregistrer des spectres à

deux, 3, voire 4 dimensions. Ce type de spectres permet de visualiser des corrélations proton-proton

(RMN 2D homonucléaire), ou entre proton, azote N15 et carbone C13 (RMN 2D, 3D, …). Pour ces

derniers, l’échantillon devra être enrichi avec ces isotopes pour une meilleure sensibilité de

détection.

                                                  
# le ppm, ou Partie Par Million, est l’unité utilisée en RMN : elle correspond à l’écart de fréquence entre la fréquence de
résonance du spin observé et celle d’une référence externe. Cette unité est indépendante du spectromètre sur lequel a été
enregistré le spectre.

Fig. 15 : spectres RMN
1D à 500 MHz de l’αααα-
lactalbumine de porc, soit
dans son état natif à pH
5,4, soit dépliée dans 9M
d’urée [adapté de (Ptitsyn,
1992)].
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La RMN est la seule spectroscopie permettant d’observer des taches de corrélation. Par ailleurs, ces

corrélations peuvent varier en fonction de l’expérience utilisée en RMN : elles pourront traduire soit

des interactions scalaires (interactions entre proches voisins liéés par des liaisons covalentes

permettant par exemple de suivre l’enchaînement des protons d’un même résidu), soit des

interactions dipôle / dipôle d’où l’on extrait des informations de distance. Selon le type

d’interactions exploité dans une expérience RMN, on parlera respectivement de spectres TOCSY

(« Total Correlation SpectroscopY ») ou NOESY («Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY »). La

RMN est donc une technique spectroscopique permettant d’identifier séparemment chaque résidu.

Les fréquences de résonance, très sensibles à l’environnement, dépendent aussi des propriétés

chimiques de chaque résidu. La figure 16 indique une corrélation manifeste entre déplacement

chimique du proton Hα et structure secondaire : par exemple dans le cas de feuillets β, les

fréquences des protons Hα sont systématiquement déplacés vers les hauts ppm.

La méthode de Wishart, basée sur la comparaison du déplacement chimique du proton Hα pour

chaque résidu avec celui de ce même résidu en structure aléatoire (Wishart, 1992), s’est révélée une

manière efficace et rapide pour repérer les éléments de structures secondaires d’une protéine.

Fig. 16 : distributions des
déplacements chimiques
des protons alpha pour
chacun des 20 acides
aminés communs, pour
une hélice alpha
(rectangles gris foncés), et
un feuillet beta (rectangles
gris clairs). Les barres
noires verticales indiquent
la valeur médiane [d’après
(Wishart, 1991)].
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La détermination d’une structure par RMN consiste donc à : i/ identifier sur les spectres chacun  des

protons –et éventuellement azote et carbone dans le cas d'un échantillon marqué– d’un nombre

maximum de résidus de la séquence primaire, ii/ identifier et accumuler les informations de

distances entre protons (dans le cas de la RMN 2D homonucléaire), iii/ générer des structures

calculées respectant l’ensemble des informations de distances. D’autres informations peuvent

également être receuillies par RMN afin de faciliter cette détermination (vitesse d’échange de

protons, dynamique, constante de couplage scalaire, …).

A première vue, il existe deux inconvénients majeurs à cette technique :

i/ elle nécessite des concentrations élevées de protéines, de l’ordre du millimolaire. Cette

contrainte est en partie résolue avec l’utilisation de cryosondes : l’augmentation du rapport signal

/ bruit permet d’utiliser des échantillons à des concentrations de l’ordre de la centaine de µM.

ii/ la qualité du signal mesuré en RMN se dégrade avec la taille de la molécule. En effet, la largeur

à mi-hauteur des raies dans un spectre RMN est inversement proportionnelle à la vitesse de

relaxation transversale, elle-même inversement proportionnelle au temps de corrélation globale

de la protéine (Dayie, 1996). Ce temps caractéristique augmentant avec la taille des molécules en

solution, il existe une limite de taille au delà de laquelle la largeur des pics devient telle que le

pic disparaît dans le bruit du spectre. Les progrès récents, ainsi que le marquage isotopique, ont

repoussé la limite théorique de taille des molécules observées par RMN au delà de 100 kDa

(Wider & Wuthrich, 1999). Mais, la possibilité de résoudre une structure 3D reste conditionnée

par l’observation de NOEs, et donc de la résolution des superpositions dans le spectre. En

pratique, on ne sait pas calculer une structure si la taille est supérieure à 30 kDa. Cependant, pour

des molécules de taille résonnable, les difficultés majeures qui se présentent maintenant dans une

étude structurale se situent : en aval avec l’exploitation manuelle des données enregistrées, et en

amont avec l’obtention d’échantillons enrichis (azote 15, carbone 13 et deutérium) sans caractère

agrégatif. En effet, l’agglomération des molécules entre elles augmentent le temps de corrélation

globale de la particule, jusqu’à éteindre tout signal.

Malgré ces désavantages, la Résonance Magnétique Nucléaire est devenue, avec la possibilité de

déterminer des structures de macromolécules biologiques à une résolution atomique, un outil de

choix de la biologie structurale. La connaissance de cette structure peut être d’une grande aide dans

la compréhension de la fonction d’une protéine, ses mécanismes d’interactions (Wagner, 1997).

Elle peut par exemple aider à mettre en évidence le rôle prépondérant de certains acides aminés
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dans la structure d'une protéine ; aucune mutation ne pourra affecter ces résidus sans risquer de

perdre ce repliement. Par contre, cette analyse ne permet pas toujours de détecter les résidus clefs

dans les processus de repliement d’une protéine.

A.VI.5/ Les spectroscopies infrarouge et Raman

A.VI.5.a/ La spectroscopie infrarouge

L'absorption de la lumière dans le domaine de l'infrarouge met en jeu des transitions entre les

niveaux de vibration des molécules. Ces niveaux correspondent à des mouvements coordonnés des

noyaux, principalement en phase ou en anti-phase, ces mouvements provoquant l'élongation ou la

rétraction des liaisons. Chaque liaison pouvant apporter sa contribution, le spectre infrarouge des

molécules est très riche. Cependant, il est beaucoup moins exploité que les autres spectres

d'absorption pour plusieurs raisons. Tout d'abord, les coefficients d'extinction molaires ε dans

l'infrarouge, avec des valeurs inférieures à 1000 M-1.cm-1, sont environ 10 fois plus faibles que ceux

dans l'ultraviolet. Les échantillons doivent donc être relativement concentrés, de l’ordre du

milligramme / ml dans des volumes de quelques dizaines de µl. Par ailleurs, l'eau absorbe fortement

dans les zones intéressantes du spectre. Les mesures se font donc soit sur des poudres ou des films,

soit en solution aqueuse, mais en les limitant alors uniquement à quelques fenêtres où l'absorption

du solvant reste faible. Avec les appareils de nouvelles générations, ce problème est partiellement

résolu grâce à l'emploi de l'interférométrie de Michelson et la Transformée de Fourier Rapide.

L'augmentation du rapport signal / bruit permet de supprimer une partie du signal de l'eau. L'autre

possibilité est de remplacer les molécules de H2O par du D2O : l'inconvénient étant un risque de

dénaturation pendant la substitution –non négligeable– ou une deutération partielle de la molécule.

Krimm et al. ont édité une revue très complète sur ces techniques spectroscopiques (Krimm &

Bandekar, 1986), dont je donne ci-dessous un très bref aperçu. Les spectres IR présentent 4 bandes

distinctes, renfermant chacune des informations très spécifiques (Fig. 17) :
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- La bande amide A : elle est constituée à près de 95% par la vibration d'élongation de la liaison

N-H. Ce mode de vibration ne dépend pas de la conformation de la chaîne carbonée principale,

mais est très sensible à la longueur de la liaison hydrogène.

 - La bande amide I  : c'est la plus intense des bandes d'absorption pour les protéines. Elle est

gouvernée principalement par la vibration d'élongation des liaisons C=O (75 à 85%) et C-N. Sa

fréquence est retrouvée entre 1600 et 1700 cm-1. La position de la résonance dépend de la

conformation de la chaîne principale et de l'organisation des liaisons hydrogène.

- La bande amide II : elle se retrouve dans la région de 1510 à 1580 cm-1, et découle en grande

partie de la torsion du vecteur N-H, des vibrations d'élongation des liaisons C-N et C-C.

- La bande amide III : c'est la plus complexe des quatre. Elle dépend de la nature des chaînes

latérales et des liaisons hydrogène : elle est donc d'une utilisation très limitée pour l'obtention

d'informations structurales.

Fig. 17 : les quatre bandes
principales d'absorption en
spectroscopie IR de protéines.
L'unité utilisée [le nombre
d'onde (cm-1) est égal à
l'inverse de la longueur
d'onde] a été choisie par les
premiers spectroscopistes
infrarouge.
(source : http://www.imb-
jena.de/ImgLibDoc/ftir/IMAG
E_FTIR.html)

Fig. 18 : bandes amide I obtenues par
spectroscopie IR. Ces pics de référence ont
été enregistrés pour des peptides en hélice α,
en feuillet β, ou en structure aléatoire.
(source : : http://www.imb-
jena.de/ImgLibDoc/ftir/IMAGE_FTIR.html).
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Tout comme le DC, elle ne renseigne pas sur l'implication de tel résidu dans tel type de structure

secondaire, mais permet de remonter jusqu’aux pourcentages de structures secondaires par

déconvolution (Fig. 18). En effet, les pics de références ont pu être déterminés pour chaque type de

structure secondaire, principalement à l'aide de peptides modèles tels la poly-L-Lysine.

La figure 19 montre les différences très visibles observables sur des spectres IR du lysozyme natif

et dénaturé.

Par ailleurs, contrairement à beaucoup d’autres spectroscopies, elle offre l'avantage de travailler

également avec des poudres, autrement dit sur des protéines précipitées. Son application peut se

révéler très utile, comme par exemple dans l’étude des corps d’inclusion d’une sous unité d’une

kinase (Luo, 1994) : ses structures secondaires étaient majoritairement constituées de brins β.

A.VI.5.b/ La spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman se base, comme l'IR, sur les transitions entre niveaux de vibrations de

liaisons dans une molécule. Son principe repose sur la diffusion inélastique de la lumière. Lors de la

diffusion, le photon transfère une partie de son énergie à un mode de vibration de la molécule, et

ressort donc de l'échantillon avec une longueur d'onde plus grande. Cet effet Raman est cependant

très rare, et n'intervient que pour un photon parmi 107 du faisceau incident : il est donc nécessaire

d'utiliser des sources de lumière de très grande luminescence telles que le laser. Les angles de

détection couramment utilisés sont de 90 et 180°. Enfin, il est important pour une meilleure

Fig. III.FFF16 : exemple de spectres IR du lysozyme natif et dénaturé.
(source : http://www.imb-jena.de/ImgLibDoc/ftir/IMAGE_FTIR.html)
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efficacité de la diffusion Raman, d'utiliser des longueurs d'onde ne provoquant ni absorption ni

fluorescence des molécules.

La longueurs d'onde du pic de diffusion Raman dépend de la longueur d’onde d'excitation. En effet,

l'énergie absorbée ∆E par une liaison donnée est toujours identique. La relation (4) implique :

∆E h c
exc Raman

= −








. .

1 1
λ λ

(6)

Par exemple, le pic de diffusion Raman des molécules d'eau est centré sur 309 nm si l'excitation est

à 280 nm ; ou sur 397 nm si l'excitation est à 350 nm.

Le spectre Raman est obtenu en tracant l’intensité diffusée en fonction de ce décalage Raman ∆E.

Les pics occupent des positions similaires à celles relevées sur un spectroscope IR, mais leurs

intensités peuvent varier. Les différences majeures entre ces deux techniques sont détaillées ci-

dessous :

1/ Bien que les fréquences d'absorption, pour une liaison donnée, soient les mêmes en Raman et en

IR, les intensités des pics diffèrent. Par exemple, la vibration d'élongation de liaisons ioniques

telles que O-H ou N-H est forte en IR, mais faible en Raman, et inversement pour des liaisons

covalentes telles que C=C ou S-S.

2/ La spectroscopie Raman semble idéale pour les études de molécules biologiques puisque la

diffusion Raman du solvant est faible, tandis que les fréquences infrarouge sont fortement

absorbées par l'eau. Cependant, la spectroscopie IR est souvent nécessaire parce que beaucoup de

vibrations ont une intensité très faible en Raman.

3/ L'utilisation d'un laser dans la spectroscopie Raman expose l'échantillon à des échauffements

locaux et/ou à de la photo-décomposition.

4/ Les volumes utilisés en Raman, de l’ordre de 1 à 10 µl, sont inférieurs à ceux utilisés en IR (au

mieux de quelques dizaines de µl).

Des études Raman peuvent se limiter à une comparaison de spectres en présence ou non d’un

composé. Par exemple, les modifications structurales d’une protéine liant le zinc peuvent être

suivies avec l’ajout de zinc ou d’un complexant du zinc.

L’estimation du pourcentage des structures secondaires est également réalisable avec une bonne

efficacité pour les structures du type hélice et feuillet. Cependant, cette information structurale est

assez complexe à obtenir : un décalage du spectre de 1 cm-1 peut conduire à un décalage de 3% de
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l’estimation de structures secondaires (Williams, 1983) : une référence externe sûre est donc

requise.

Lorsque ces contraintes sont connues, l’utilisation de la spectroscopie Raman peut apporter des

informations intéressantes. Elle a permis par exemple de mettre en évidence prédominance d’une

structure en feuillet β dans le cas de la β-lactamase sous forme corps d’inclusion. (Przybycien,

1994).

A.VI.6/ La diffusion de lumière

Il existe principalement trois types de diffusion de lumière, apportant chacune une information

particulière pouvant se révéler intéressante en biologie. La diffusion dynamique de lumière (DLS)

renseigne sur le rayon hydrodynamique (rayon de Stokes) des particules en solution. La diffusion

statique de lumière aux petits angles permet de remonter jusqu’au rayon de giration ainsi qu’à la

masse moyenne pondérée <M> de ces particules. Cette masse moyenne <M> est également

déterminable à partir d’une expérience de diffusion statique de lumière aux grands angles.

A.VI.6.a/ Diffusion Statique de Lumière (SLS pour « Static Light Scattering »)

♦ Diffusion de lumière et tailles des particules en solution

On sépare généralement les cas où les particules sont de taille très petite (facteur 1/10 à 1/20),

comparable, ou très grande, par rapport à la longueur d’onde λ du faisceau incident. Nous nous

limiterons au cas où les particules sont de petite taille face à λ. En effet, comme nous le verrons par

la suite, des particules dont les tailles sont supérieures à quelques centaines de nanomètres

(longueur d’onde typique des faisceaux incidents) ne restent pas longtemps en solution, mais

tendent à sédimenter. Quant aux particules de taille intermédiaire (de l’ordre de grandeur de la

longueur d’onde), il faut tenir compte de phénomènes d’interférences dont l’exploitation permet

d’ailleurs d’obtenir des informations sur le rayon de giration et la forme de la particule. Ces aspects

théoriques ont été développés par Debye en 1915 (Debye, 1915).
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♦ Masse, rayon de giration et diffusion de lumière

L’intensité de lumière diffusée I(θ) est donnée par la relation de Zimm (Wen, 1996) :

K.c / I(θ) = [1 + (16π2 / 3λ2).<Rg
2>.sin2(θ/2) + ε] / M + 2.A2.c (7)

où K = [4π2 n2(dn/dc)2] / (λ4.Na) (8)

avec c : concentration de l’échantillon en mg/ml,

λ : longueur d’onde dans le vide,

M : masse moyenne pondérée (nous revenons plus en détail sur cette masse plus loin),

Rg : rayon de giration,

A2 : second coefficient de virial,

ε : reste du développement limité,

n : indice de réfraction,

dn/dc : incrément de l’indice de réfraction,

Na : nombre d’Avogadro.

Ainsi, en tracant K.c / I(θ) en fonction de sin2(θ/2) pour une concentration c donnée, l’extrapolation

de l’ordonnée à l’origine est égale à 1/M et la pente à <Rg
2>/M. A noter que la connaissance du

rayon de giration peut aider à remonter à la forme de la molécule. Le paramètre K peut être

déterminé à partir d’une solution de calibration du type toluène (Kunitani, 1997) ou BSA (Bauer,

2000).

Pour des particules en solution dont la masse est égale à environ 5.107 Da (Wen, 1996), le rayon de

giration vaut approximativement 15 nm. Cette valeur permet de négliger le terme contenant <Rg
2>

dans l’expression (7). Par ailleurs, aux faibles concentrations, le coefficient du virial est lui aussi

négligeable. La relation de Zimm se résume alors à (Wyatt, 1993) :

I(θ) = K.c.M (9)

et ce, quel que soit l’angle θ. Ainsi, plus la solution contient des macromolécules de grosses tailles

(dans les limites déjà discutées par rapport à la longueur d'onde utilisée), plus la quantité de lumière

diffusée sera importante. Cette quantité de lumière peut être mesurée directement avec un

spectrofluorimètre à 90° du faisceau incident : c'est la mesure directe de diffusion (Kunitani, 1997).

Ce type de montage permet de travailler avec des concentrations de l’ordre de quelques dizaines de
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nanomolaires. Si la solution contient des macromolécules de masses distinctes, la masse M

déterminée par cette technique correspond à la moyenne des masses de chaque particule, pondérée

par leur concentration relative (Doty & Edsall, 1951).

♦ Masse moyenne pondérée ([Doty & Edsall, 1951])

La masse moyenne pondérée des particules en solution est donnée par la relation (10) :

M
n M

n M

i i
i

i i
i

=
∑
∑

.

.

2

                                       (10)

Mi et ni correspondent respectivement à la masse et au nombre de particules i en solution.

Ainsi, la masse moyenne pondérée sera identique, que nous ayons un mélange de 9900 particules de

masse M = 10 et 1 particule de masse M' = 1000, ou bien un mélange de 3000 particules de masse

M = 10 et 30 particules de masse M' = 30. Des multimères de 20 protéines chacun donneront là

aussi la même masse moyenne pondérée. D’après la relation (9), pour peu que la concentration de

protéines totale soit identique dans ces trois cas, le signal diffusé sera le même.

♦ Précautions quant à l'utilisation de la diffusion de lumière.

Une conséquence liée à la diffusion de lumière est une extinction de lumière dans la direction

parallèle au faisceau incident. La mesure de cette diminution est appelée la turbidimétrie, et se

traduit, de manière analogue à la loi de Beer-Lambert, par le facteur de turbidimétrie λ :

I = I0.e
-λ.l                                  (11)

Préalablement à toute mesure de diffusion, il est nécessaire de s'assurer que toute diminution de

lumière transmise est due uniquement à la diffusion et non à l’absorption, sans quoi l’intensité

diffusée I(θ) sera sur-évaluée.

Dans le cas des mesures d'absorption ou de fluorescence, nous avions insisté sur le fait qu'il est

nécessaire d’utiliser une solution de référence identique en composition à celle contenant la

molécule d'intérêt. Ceci est encore plus important pour des mesures de SLS car le tampon peut avoir

un effet au moins du même ordre de grandeur que celui mesuré pour la molécule d'intérêt. Une

attention particulière doit être apportée à l'élimination de toute poussière en solution qui risquerait

de fausser totalement la masse moyenne pondérée. Ceci est réalisé en utilisant par exemple des
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tampons fraîchement filtrés à base d’eau bidistillée, dé-ionisée, et éventuellement ultracentrifugés.

Enfin, les fentes de sortie doivent être les plus fines possibles pour éviter toute contamination par

rediffusion de lumière diffusée.

♦ Apports de la SLS en mesures directes

La quantité de lumière diffusée par une solution est proportionnelle à la fois à la concentration en

protéine, et à la masse moyenne pondérée des particules. Cette technique peut être utilisée, dans un

premier temps, pour comparer différentes solutions de molécules entres elles, en précisant si l’une

d’elle contient des particules agrégées ou non. Suivant la précision apportée aux mesures

(élimination de poussières) afin de diminuer le bruit de la mesure, l'agrégat se définira alors soit

comme un multimère de quelques molécules chacun, soit comme un multimère de plusieurs

centaines de molécules.

Si maintenant l'appareil a été calibré avec une solution de masse, d'indice de réfraction et de

concentration connus, et après avoir éliminé les molécules agrégées voire précipitées, il est alors

possible de différencier un dimère d’un monomère, et ce même à des concentrations de l’ordre du

micromolaire [(Tanford, 1967), (Bauer, 2000)].

♦ exemple : mesure de l’agrégation dans le temps

Une protéine ayant tendance à perdre sa structuration au cours du temps risque donc d’exposer ses

résidus hydrophobes au solvant. Ce phénomène entraine souvent l'agrégation ou la précipitation de

la molécule. Une mesure de diffusion de lumière sur une échelle de temps adaptée permet donc

d'appréhender ce phénomène (Fig. 20).

Fig. 20 : suivi de
l'agrégation par diffusion
de lumière au cours du
temps pour la protéine
sauvage α-synucléine et
deux mutants [d’après (Li,
2001)].
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A.VI.6.b/ La diffusion dynamique de lumière (DLS pour « Dynamic Light Scattering »)

La SLS est très sensible à la présence, même en très faible quantité, d'agrégats. Mais elle ne permet

pas de rendre compte de l'homogénéité d'une solution car elle ne constitue qu'une mesure de la

masse moyenne de toutes les populations présentes en solution. Au contraire, la diffusion

dynamique de lumière (DLS) apporte des informations sur l’homogénéité d’une solution (présence

ou non de sous-populations de taille différentes).

Des particules en solution suivent un mouvement brownien : une particule diffusera donc d’autant

plus vite que sa taille est petite. Un faisceau laser est focalisé dans un volume très petit de l'ordre de

quelques femtolitres. Les particules à l’intérieur de ce volume vont diffuser de manière inélastique

la lumière dans toutes les directions et créer, par effet Doppler et à cause de la fluctuation du

nombre de molécules dans le volume irradié, une distribution de longueurs d’onde. Les écarts de

ces longueurs d'onde par rapport à celle du faisceau incident sont très faibles, rendant obligatoire

l'utilisation d’un laser, source extrêmement monochromatique. Les concentrations requises pour ces

expériences avoisinent la centaine de micromolaire afin d’avoir en permanence quelques particules

au sein de ce volume.

L’enregistrement au cours du temps de l’intensité diffusée apparaît donc comme fluctuant de

manière aléatoire. Pour extraire l’information de vitesse de diffusion contenue dans cette

fluctuation, le traitement consiste à calculer une fonction d’autocorrélation C(τ) (Fig. 21). En effet :

C(τ) = A.e-2Γτ + B (9)

avec : A et B des constantes liées à l’appareil, nécessitant une calibration préalable

Γ = q2 . D

où q représente le vecteur de diffusion, et D le coefficient de diffusion.

q = [4π.n.sin(θ/2)] / λ et D = (kBT) / (3π.η.d) (approximation sphérique)

n est l’indice de réfraction de la solution, θ est l’angle de diffusion, λ la longueur d’onde du

faisceau laser, kB la constante de Boltzmann, T la température en Kelvin, η la viscosité du liquide et

d le diamètre de la particule (ou diamètre hydrodynamique).



__________________ INTRODUCTION Techniques biophysiques

_____________________________________________________

53

Chaque population de particules homogène en taille produira sa propre courbe d’autocorrélation,

c’est-à-dire une simple décroissance exponentielle. Un simple ajustement linéaire du logarithme

népérien de C(τ) en fonction du temps de corrélation τ permet de remonter jusqu’au facteur Γ, et

donc au rayon hydrodynamique de chaque population.

A.VI.7/ La Résonance Plasmonique de Surface (technologie BIAcore)

La reconnaissance moléculaire est au cœur des processus biologiques. La connaissance de ces

processus passe par une description quantitative des interactions entre molécules. La Résonance

Plasmonique de Surface permet de suivre en temps réel de telles interactions.

♦ Principes des mesures en temps réel

Lorsqu'un faisceau lumineux monochromatique illumine une surface, une partie est réfléchie tandis

qu'une autre est transmise. Il existe un angle au delà duquel toute la lumière est intégralement

réfléchie. Le système de détection optique développé par BIAcore (Biological Interactions

Analysis) est calibré pour que le faisceau lumineux rencontre l'interface dans ces conditions, dites

de réflexion interne totale. Une fine couche d'or, métal riche en électrons libres, permet sous ces

conditions, d'induire le phénomène de Résonance Plasmonique de Surface (SPR) : les photons

incidents entrent en résonance avec les électrons du métal, conduisant à un cône d'ombre, très fin,

dans le faisceau réfléchi. L'angle de ce cône d'ombre varie avec l'indice de réfraction du milieu

Intensité C(τ)

τtemps

Fonction

d’autocorrélation

Fig. 21 : intensité mesurée au cours du temps et fonction d’autocorrélation. Le signal
fluctuant au cours du temps engendré par une population homogène en taille conduira

à une décroissance monoexponentielle de la courbe d’autocorrélation.
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constitué par la couche de 300 nm à l'interface avec l'or. Cet indice est proportionnel aux

changements de masse locale résultant de la fixation de molécules sur la surface (Stenberg, 1991).

L'enregistrement de la variation de l'angle permet donc de suivre en temps réel l'association ou la

dissociation de molécules. Le signal de résonance est quantifié en unité de résonance ou RU. Une

variation de 1000 RU correspond à une déviation de l'angle de 0,1° et à une fixation de 1 ng de

protéine par mm2 de surface. La figure 22 présente le principe de détection.

Dans une expérience de BIAcore, la première étape consiste en l'accrochage d'une molécule –le

ligand– sur la surface. Cette surface est la plupart du temps constituée d'une couche de Dextran,

permettant de mimer, en première approximation, une solution à l'interface. La seconde étape

consiste à injecter une solution contenant la molécule –l'analyte– que l'on suppose interagir

spécifiquement avec le ligand. Si l'interaction existe, elle entraînera une modification du signal. La

figure 23 expose un cycle comportant l'accrochage, le décrochage de molécules à la surface, puis la

régénération de cette surface. Si la régénération n'a pas altéré la fixation du ligand sur la surface,

cette dernière peut être utilisée pendant près d'une centaine de cycles.

Même si le fonctionnement du BIAcore repose sur une méthode optique, il ne rentre pas à

proprement parler dans les techniques spectroscopiques, puisque les molécules analysées ne sont

pas excitées directement par le faisceau lumineux, contrairement à la fluorescence, au dichroïsme,

…
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Fig. 22 : Détection des interactions moléculaires par résonance plasmonique de surface.
La SPR induit une chute de l'intensité à un angle précis. Ce cône d'ombre dans le faisceau réfléchi 

varie avec l'indice de réfraction (et donc la masse) à proximité de la surface. Cette variation d'angle 
est transformée en un signal de résonance variant avec le temps : c'est le sensorgramme.

ligands

analytes

cinétiques

Signal de
Résonance (kRU)

Temps

injection
post-

injection régénération

Fig 23 : L'enregistrement au cours du temps du signal de résonance. La ligne de base correspond au 
ligand déjà greffé à la matrice de Dextran. Lorsque l'analyte est injecté, la formation de complexes se 
traduit par une augmentation du signal de résonance. L'association fait place à la dissociation lorsque 
l'analyte est supprimé du tampon injecté. La phase de régénération consiste à supprimer de la surface 

toute molécule d'analyte, sans affecter pour autant la quantité de ligands fixés.
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♦ Immobilisation du ligand à la surface

Les surfaces les plus couramment utilisées (« sensor chips ») possèdent des chaînes de Dextran

d’une centaine de nanomètres de long servant à capturer le ligand et à le retenir sur la surface durant

toute la mesure. La fixation du ligand sur le Dextran peut être covalente (immobilisation chimique),

quasi-covalente (interaction avidine-biotine) ou réversible (interaction NTA-His-tag, interaction

anticorps-antigène). Il est essentiel que la molécule de ligand ne se détache pas de façon détectable

de la surface au cours de la mesure afin de ne pas compliquer les cinétiques d'interaction ligand /

analyte. Il semblerait donc idéal de fixer le ligand de manière covalente ou quasi-covalente. Ces

deux méthodes présentent cependant quelques inconvénients : i/ la surface ne peut pas être recyclée

pour fixer un autre ligand ; ii/ les modifications chimiques nécessaires à la fixation peuvent affecter

le site de liaison à l'analyte, voire le repliement de la protéine.

Les anticorps anti-GST (Gluthatione-S-transférase) constituent un exemple de capture de ligand

permettant de contourner ce problème. Fixés covalemment à la surface, ils capteront toute protéine

ou peptide fusionnée à la GST. Ce système est avantageux à plus d’un titre : i/ le ligand proprement

dit reste libre pour interagir avec l’analyte. ii/ La sélection pour leur faible constante de dissociation

des anticorps anti-GST monoclonaux utilisés assure une ligne de base stable durant l’expérience

(généralement d’une durée inférieure à 24 heures). iii/ De telles surfaces sont recyclables par un

flux rapide de tampon acide (pH 2) : ce tampon n’affecte pas en effet le repliement de l’anticorps,

mais permet le décrochage des fusions de la surface (Quinn & O'Kennedy, 2001).

Toutes les fois où cela sera possible, on préferera choisir comme ligand le plus petit des deux

partenaires. De cette manière, le signal observé lors de l’interaction ligand / analyte aura une plus

grande amplitude.

♦ Analyse des courbes d’association et de dissociation

Fig. 24 : interaction de la
novobiocine et d’un mutant de l’ADN
gyrase suivie par SPR. Les
enregistrements ont été obtenus avec
des concentrations croissantes de
novobiocine : 20 (courbe la plus
basse), 40, 60, 80 et 100 nM (courbe
la plus haute) [d’après (Kampranis,
1999)].
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Une étude cinétique par BIAcore consiste, après accrochage du ligand sur la surface, à envoyer

l’analyte à différentes concentrations. La figure 24 montre un exemple de sensorgrammes

classiquement obtenus en BIAcore.

Dans le cas d’une interaction de Langmuir (A + B <==> AB), les réponses mesurées pour les

phases d’association et de dissociation sont de la forme :

Rass = {(kon.[C].Rmax) / (kon.[C] + koff)} . [1 - exp{-(kon.[C]+koff).t}]

Rdis = R0 . exp{-koff.t}

avec t le temps, Rmax le signal maximal en RU et [C] la concentration de l’analyte.

L’ajustement linéaire des courbes dRdis / dt en fonction de Rdis permet de déterminer la constante

cinétique de dissociation koff. Connaissant cette valeur et avec le même type d’opérations sur le

signal dans la phase d’association, on calcule la constante cinétique d’association kon.

♦ Les principaux modèles et leur spécificité

Modèle Réactions

1:1 (Langmuir) binding

analyte bivalent

analyte hétérogène

ligand hétérogène

dimérisation de l’analyte

changement conformationel

A  + B  <==> AB

A  + B  <==> AB  et AB + B  <==> AB2

A1 + B  <==> A1B et A2  + B  <==> A2B

A  + B1 <==> AB1 et A’  + B2 <==> A’B2

A  + A  <==> A2    et A2  + B  <==> A2B

A  + B  <==> AB <==> AB*

Tableau 4 : résumé de quelques modèles rencontrés dans l’analyse de courbes
d’interactions obtenues par Résonance Plasmonique de Surface. A et B représentent

respectivement l’analyte et le ligand

Les interactions étudiées par SPR ne suivent pas toujours le modèle de Langmuir. D’autres modèles

ont été développés, afin de répondre aux différents systèmes rencontrés (Tableau 4). Il est à noter

toutefois que l’utilisation de ces modèles pour décrire ces résultats requière une précision accrue des

données. Il faut être en effet certain que le modèle utilisé correspond effectivement au signal

observé. Morton et al. ont décrit quelques pièges à éviter lors de l’acquisition des données (Morton

& Myszka, 1998).
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Le modèle de l’analyte bivalent correspond à un anticorps (l’analyte) voyant successivement un

premier, puis un second antigène (le ligand). Les modèles hétérogènes rendent compte de

l’existence simultanée de deux populations de molécules.

♦ Limite du transport de masse

Il existe des conditions dans lesquelles la vitesse de transport de l’analyte depuis le flux vers le

ligand est plus lente que celle de la liaison avec ce ligand. Cet état, appelé situation de transport de

masse, est amplifié par une quantité importante de ligands accrochés sur la surface, ou par une

concentration trop faible d’analyte dans le flux. Il est donc préférable de limiter la quantité de

ligands accroché à la surface lorsque l’on envisage une étude cinétique. Le coefficient de transport

de masse dépend, lui, du coefficient de diffusion de l’analyte en solution, du flux de tampon et des

dimensions de la cellule. En condition de transport de masse, la courbe d’association aux temps

courts, est linéaire. Pour une même quantité de ligands fixés à la surface, l’étude des pentes des

phases d’association mesurées pour des flux de tampon allant de 2 à 100 µl/mn, permet de remonter

jusqu’à la concentration active d’analyte (Christensen, 1997).

Cette mesure dépend de l’interaction étudiée. Une même protéine peut donc avoir des

concentrations de protéines actives variant d’un système à l’autre.

♦ Analyses quantitative et qualitative par SPR

L’éventail des applications liées à la détection par Résonance Plasmonique de Surface

d’interactions en temps réel est très vaste. Qualitativement, cette technologie permet de rechercher

des ligands dans des extraits bruts, de cartographier les résidus primordiaux pour l’association ou la

dissociation, de vérifier l’intégrité du repliement d’une protéine non purifiée. Quantitativement, elle

informe sur les cinétiques d’interaction, l’affinité (KD), les mécanismes et la stœchiométrie de

l’interaction, la concentration active d’analytes, et permet même de remonter jusqu’aux paramètres

thermodynamiques de l’interaction (énergie libre ∆G, enthalpie ∆H et entropie ∆S). D. Myzska,

donne une vue générale bibliographique de toutes ces applications (Myszka, 1999).
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A.VII/ Tableau récapitulatif des techniques utilisées

Déterminer la technique la mieux appropriée peut souvent paraître délicat. Pour cela, il est en fait

important de se souvenir que la technique à utiliser dépend de la question que l'on se pose. Le

tableau 5 donne pour différentes techniques les contraintes expérimentales et les informations que

l'on peut espérer en déduire.

informations obtenues sur paramètres requis
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BIAcore extrait brut - - +++ ++ ++ + + ++ +

BIAcore cinétiques - - +++ ++ ++ +++ +++ ++ +

ultracentrifugation - - + ++ +++ + + + ++

spectro. de masse - - +++ - + + - ++ +

gel de protéine dénaturant - - - - - + - + +

gel de retard natif ++ - +++ - ++ ++ +++ ++ +

dichroïsme circulaire lointain - ++ +++ ++ - +++ ++ ++ ++

dichroïsme circulaire proche ++ - +++ + - +++ ++ ++ ++

fluorescence - - ++ ++ - +++ ++ ++ +

absorption - + + + - +++ ++ + ++

diffusion de lumière statique - - ++ +++ ++ +++ +++ + +

diffusion de lumière dynamique - - ++ +++ +++ ++ + ++ ++

diffraction rayons X +++ +++ +++ - - +++ +++ +++ +++

RMN +++ +++ +++ ++ + +++ ++ +++ +++

Tableau 5 : résumé des apports et des contraintes de quelques techniques expérimentales.
Pour les colonnes "Information", le nombre de « + » est proportionnel à la puissante de la

technique ; au contraire, un tiret signifie que la technique n’est pas adaptée pour obtenir unte
telle information. Dans les colonnes "paramètres", le nombre de « + » est proportionnel à

l’importance requise de la contrainte.
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  CHAPITRE III : E6, LES VIRUS À PAPILLOMES HUMAINS

ET LE CANCER DU COL DE L'UTERUS.

A.VIII/ les virus à papillome humains (HPV) et les cancers

Les Virus à Papillomes Humains (HPVs) sont des virus à double brin d'ADN, d'environ 7500 paires

de bases, qui infectent les cellules des tissus épithéliaux. A ce jour, plus de 100 souches distinctes

ont été identifiées. Dans les pays industrialisés, entre 10 et 20% des hommes et des femmes âgés de

15 à 49 ans sont infectés par au moins un type de papillomavirus. Dans les pays en voie de

développement, ce taux est encore plus élevé, pouvant aller jusqu'à plus de 40% (Orth, 1997). Tous

ces virus ont un même but : celui de se reproduire. Après infection, le virus utilise la machinerie de

production protéique de la cellule-hôte à ses fins, principalement à l'aide de deux protéines précoces

virales agissant en synergie, E6 et E7. Ce détournement cellulaire n'aura cependant pas les mêmes

conséquences pathologiques suivant la souche virale. On distingue généralement deux classes de

souches : les bénignes, dites à « bas-risque », et les malignes dites à « haut-risque ».

♦ les souches bénignes et malignes de HPV

Les souches bénignes représentent environ les deux tiers de ces souches, et leur infection provoque

des condylomes à l’origine de la formation des verrues (expansion des cellules épithéliales de la

peau). Par exemple les souches 6 et 11 à l’origine de verrues génitales.

Les souches malignes (HPV 16, 18 et dans une moindre mesure 31, 33 et 51 avec des variations

géographiques), spécifiques des épithéliums des organes génitaux, sont transmises par voie

sexuelle. Le virus y reste latent dans près de 90% des cas, ou bien s'y réplique. Ces infections sont

la plupart du temps non persistantes, car les mécanismes de défense de l'organisme permettent de

détecter et d'éliminer les particules virales produites. Cependant, certaines infections peuvent

devenir persistantes, et les séquences de E6 et E7 –les deux protéines virales principales pour le

virus– sont alors systématiquement intégrées au génome de la cellule infectée (Schwarz, 1985).

Elles sont ainsi capables de générer la transformation et l'immortalisation des cellules infectées

[(Münger, 1989), (Hawley-Nelson, 1989), (zur Hausen, 1991)]. Après une longue période de

latence, ces cellules infectées présentent un risque : celui de passer de l'état de lésions cervicales
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bénignes à des carcinomes cervicaux (cancers) [(zur Hausen, 2000), (Mathevet, 2001)]. Ainsi, en

Europe, sur un échantillon de 1000 femmes, 200 sont contaminées par le HPV, et seule une

développera un cancer. Le but principal du virus est donc bien de se répliquer, et non pas d'induire

un cancer.

♦ génome et expression des différentes protéines de HPV

Il existe deux groupes de protéines de HPV : précoce (E1, E2, E4, E5, E6 et E7) et tardive (L1, et

L2) (Fig. 25). Les protéines tardives sont des protéines structurales qui forment la capside du virus :

elles sont donc exprimées plus tardivement dans le cycle de multiplication du virus.

Au contraire, les protéines précoces interviennent dans la régulation du cycle de la cellule hôte,

dans le but de détourner la cellule à ses fins. E1 se lie avec l’ADN et serait essentielle pour la

réplication du papillomavirus. E2 est connue comme un facteur de transcription régulant le génome

viral. La contribution de E5 dans l’infection virale est encore mal comprise. Les deux protéines E6

et E7 induisent la microprolifération cellulaire nécessaire à la réplication de l'ADN viral et à la

production de virions. Quant à E4, son rôle dans le cycle viral est encore inconnu à ce jour.

D'excellentes revues existent sur ce sujet : [(Dell & Gaston, 2001), (zur Hausen, 1996, 2000)].

♦ spécificité des HPV dans les cancers des épithéliums

On sait aujourd'hui que le virus HPV est à l’origine de près de 99,7% des cas de cancer invasif du

col de l'utérus (Walboomers, 1999), avec en premier lieu la souche de HPV16 (50%), puis HPV18.

Ce cancer est, à l'échelle mondiale, le plus fréquent et le plus mortel chez les femmes après le

cancer du sein. Chaque année, 470 000 nouveaux cas sont diagnostiqués, dont 80% dans les pays en

voie de développement, provoquant plus de 200 000 décès, dont environ 3 000 en France (zur

0 7912

E7

E6

E1
E2

E4 E5

L2

L1

Region Précoce Region Tardive LCR

Fig. 25 : organisation du génome de HPV 16. Sont localisées sur ce génome les
régions : précoce encodant les protéines E1, E2, E4, E5, E6 et E7 ; tardive pour les
protéines L1 et L2  (E pour early ; L pour Late) [adapté de (Dell & Gaston, 2001)].
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Hausen, 2000), (Orth, 1997)]. De plus, il a été récemment démontré que les papillomavirus sont

impliqués dans 50% des autres cancers génitaux, 50% des cas de cancer du rectum et 20% des

cancers des voies aériennes supérieures (larynx et œsophage). Le virus HPV, associé à une forte

exposition aux ultraviolets, peut aussi provoquer des cancers de la peau. Au total, environ 15% des

cas de cancers au monde seraient donc associés à ces virus (zur Hausen, 1999, 2000).

A.IX/ Rôle joué par E6 et E7 dans la réplication des virus dits à « haut risque ».

Les deux oncoprotéines E6 et E7 induisent en synergie la microprolifération cellulaire nécessaire à

la réplication de l'ADN viral et à la production des virions, en agissant sur des points-clés du cycle

cellulaire (Kubbutat & Vousden, 1996) (Fig. 26). E7 interagit avec les protéines de la famille "Rb"

(apparentées à la protéine du rétinoblastome), dont le fonctionnement normal est de contrôler

négativement la progression du cycle. En inhibant ce contrôle, E7 permet de déclencher, dans la

cellule infectée, la transition entre la phase G1 (stationnaire) et la phase S (synthèse d'ADN),

nécessaire à la duplication de la cellule.

p53 est une protéine cellulaire appelée « gardienne du génome ». Son rôle principal est de contrôler

négativement les événements pouvant aboutir à la propagation d'une altération du matériel

génétique. Dans une cellule saine, p53 est exprimée à un faible taux. Au contraire, lorsque des

événements (dommages dus aux UV ou à des produits chimiques, etc ...) affectant l'intégrité de

l'ADN se produisent, le taux de p53 augmente, induisant alors l'arrêt en phase G1 du cycle cellulaire

Multiplication de la
cellule dérégulée

E7

Inhibition
de pRb
par E7

Induction de
l'apoptose

par p53

Arrêt du cycle cellulaire,
voire élimination de la cellule

Dérégulation
du cycle

cellulaire /
différenciation

E6
Inhibition de

l'apoptose
par E6

Fig. 26 : modèle de la coopérativité fonctionnelle des oncoprotéines E6 et E7 des HPVs à haut
risque pendant la transformation cellulaire [d'après (Ristriani, 2001)].
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pour permettre la réparation des dommages. Lorsque la réparation est impossible, p53 provoque

l'apoptose –ou mort cellulaire programmée– de la cellule dont le matériel génétique est

endommagé. Dans le cas des cellules transfectées par E7 seule, celles-ci vont alors entrer en

apoptose, en réponse à cette stimulation anormale provoquée par E7.

C'est ici que la protéine E6 des souches malignes intervient : elle interagit avec p53 et une autre

protéine cellulaire, E6-AP, pour induire la dégradation de p53 (Scheffner, 1990, 1993). La protéine

E6-AP est une enzyme du système d'ubiquitination, processus permettant la protéolyse sélective de

protéines dont la présence n'est plus requise à certaines étapes du cycle cellulaire. La cible naturelle

de E6-AP n’est connue que depuis 1999 : HHR23A (Kumar, 1999). Le papillomavirus a donc

détourné E6-AP de sa fonction première. La formation du trimère protéique E6AP-E6-P53 aboutit à

la dégradation anormale de p53 par ubiquitination, et par conséquent à une baisse notable du taux

de p53 dans les cellules infectées. E6 bloque ainsi la réponse apoptotique. Comme le cycle

cellulaire n’est plus arrêté, le virus peut se multiplier. Cette dégradation de p53 par E6 est un

événement « secondaire » généré par le virus, mais qui peut se révéler dramatique pour la personne

infectée, à savoir la perte de contrôle de l'intégrité du matériel génétique. Dans la plupart des cas, un

dommage affectant l'ADN est létal pour la cellule et conduit à son élimination. D'autres, au

contraire, n'ont aucun effet. Cependant, parmi ces rares mutations non létales, l’une d’elle peut

entraîner l’immortalisation de la cellule infectée. Cette cellule ne connaît donc plus de limites à sa

mulplication, donnant naissance à une tumeur. Ce modèle permet ainsi d'expliquer que seule une

femme infectée par le HPV sur 200 développera un cancer du col de l'utérus.

Des facteurs tels que le tabac ou les UV ayant des effets mutagènes, augmentent donc réellement le

risque de cancer dans des cellules préalablement infectées par les HPVs, puisque p53 n'est plus

présent pour jouer son rôle de protecteur du génome. Notons également qu'un défaut de

fonctionnement de p53 est retrouvé dans près de la moitié des cancers au monde, signe de

l'importance de cette protéine dans les processus de régulation et de contrôle de l'intégrité du

génome. D'où aussi son nom de protéine suppresseur de tumeurs.

Très récemment, Jiang & Milner, en utilisant des ARNs silencieux# spécifiques des séquences de E6

et/ou E7, ont démontré que l'induction de l'apoptose est plus efficace pour les cellules ciblées par

                                                  
# un ARN silencieux est un petit fragment d’ARN, complémentaire d’une séquence spécifique d’un ARN messager. Ce
fragment, hybridé à l’ARNm, bloque la progression du ribosome, et donc la traduction. L’expression de ce gène est
donc mis « sous silence ».
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l'ARN silencieux de E7, plutôt que par celui de E6 (Jiang & Milner, 2002). Ces résultats semblent

donc contredire le modèle classiquement présenté dans la figure 26. Il est intéressant de noter aussi

que « l'extinction » de E6 ramène p53 à un taux plus élevé dans la cellule. Les rôles de E6 et de E7

dans la cellule ne semblent donc pas encore réellement élucidés.

A.X/ Etat des connaissances sur la protéine E6 du virus HPV 16.

A.X.1/ Séquence de E6

E6 est une protéine basique de 158 acides aminés (point isoélectrique de 10,1). E6 contenant deux

méthionines pouvant être utilisées en codon initiateur, elle peut également être exprimée sous la

forme d’un polypeptide de 151 résidus. Les alignements des séquences de E6 d'un grand nombre

des souches de HPV –un exemple est représenté figure 27 – suggère la présence de deux motifs de

liaisons au zinc (Cole & Danos, 1987). Ces deux motifs sont constitués de 37 résidus chacun et

contiennent 4 cystéines distribuées selon le schéma suivant : CxxC-(29x)-CxxC. Plusieurs études

ont démontré que E6 fixe l'ion zinc [(Cole & Danos, 1987), (Lipari, 2001)].

La figure 28 est une représentation schématique de E6, dans laquelle on définit les régions de

liaison au zinc N- et C-terminales.

110  146       158

 40 143113

37                     731

C C

CC

Zn
C C

CC

Zn

70

Fig. 28 : représentation schématique de la protéine E6 de HPV 16
(numérotation correspondant à la forme de 158 acides aminés).
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A.X.2/ E6 dans la cellule

En plus de son activité de liaison à p53 et E6AP, E6 interagit avec une variété de protéines

cellulaires : les co-activateurs transcriptionnels CBP / p300 [(Patel, 1999), (Zimmermann, 1999)] et

ADA3 (Kumar, 2002), les facteurs de transcription c-Myc (Gross-Mesilaty, 1998) et IRF3 (Ronco,

1998), la protéine de réplication hMCM7 (Kukimoto, 1998), les protéines de réparation de l'ADN

MGMT (Srivenugopal & Ali-Osman, 2002) et XRCC1 (Iftner, 2002), les protéines kinases PKN

(Gao, 2000) et Tyk2 (Li, 1999), la protéine activatrice de la GTPase E6TP 1 (Gao, 1999), le

récepteur du facteur de nécrose tumorale TNF-R1 (Filippova, 2002), la protéine apoptotique Bak

(Thomas & Banks, 1998), le complexe adaptateur de clathrine AP-1 (Tong, 1998), un constituant à

l'adhésion cellulaire la paxilline [(Tong & Howley, 1997), (Vande Pol, 1998)], les protéines de

liaisons au calcium E6BP (Chen, 1995) et la fibuline-1 (Du, 2002), et enfin plusieurs membres de la

famille des protéines "PDZ" comme hDLG (Kiyono, 1997), hScrib (Nakagawa & Huibregtse,

2000), MAGI-1 (Glaunsinger, 2000), MAGI-2 et MAGI-3 (Thomas, 2002), MUPP1 (Lee, 2000).

De plus, E6 induit l’activation ou la répression transcriptionnelle de plusieurs promoteurs cellulaires

ou viraux [(Sedman, 1991), (Morosow, 1994), (Dey, 1997), (Ronco, 1998)]. En particulier, E6

active la transcription de la protéine retrotranscriptase hTERT de la télomérase humaine [(Gewin &

Galloway, 2001), (Veldman, 2001), (Oh, 2001)].

Les différentes protéines avec lesquelles interagit E6 ont quelques similitudes entre elles. Toutes

ont en effet été détectées par la technique du double hybride dans la levure. Par ailleurs, la plupart

des régions minimales des protéines reconnaissant E6 (à l’exclusion notable de p53) ont été

identifiées. Ainsi, pour les molécules telles que E6-AP, E6-BP, IRF-3 et la paxilline, la région

minimale liant E6 se réduit à une famille de peptides contenant le consensus ELLG (Van de Pol,

1998). Ces peptides peuvent adopter une structure en hélice (Chen, 1998). Des domaines minimum

de liaison à E6 ont aussi été définis pour les protéines CBP / p300, Bak, E6TP1, AP-1, hMCM7 et

Tyk2. Enfin, plusieurs protéines-cibles se positionnent sur la même séquence de E6, une séquence

de 5 résidus (RETQL) située à l’extrémité C-terminale. Ceci est notamment le cas pour les protéines

hDLG, hScrib et celles de la classe des MAGI [(Gardiol, 1999), (Nakagawa & Huibregtse, 2000)].

Pour ces protéines, la région minimale nécessaire pour lier E6 est également connue. Il s’agit en fait

de domaines "PDZ", une famille de modules adapteurs reconnaissant de courtes séquences

peptidiques (Cowburn, 1997).
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Ces cascades de protéines-cibles sont-elles donc le fruit d'une véritable interaction avec E6, ou bien

la résultante d'une similitude de séquences ou d'un consensus en hélice α ? A ce jour, la réponse

n'est pas connue.

A.X.3/ La difficulté d'obtenir des données biologiques pour E6

Depuis la mise en évidence en 1985 du caractère oncogène de la protéine E6 (Schwarz, 1985), de

nombreuses études ont permis de proposer différentes voies d’actions pour la protéine quant à son

rôle dans le processus tumoral. Cependant, il est étonnant de constater que l'importante masse

d'observations qui ont été accumulées dans les 15 dernières années par les très nombreux

laboratoires s'intéressant à E6 (près de 1500 publications à ce jour) concernent presque

exclusivement les effets ex vivo et in vivo de la protéine exprimée dans différents systèmes

(principalement la levure et les différentes lignées cellulaires et tumorales). Ce foisonnement

d'informations contraste avec la rareté des données biochimiques, immunologiques et structurales

concernant E6. À l'origine de ce décalage, le fait est que E6, malgré sa taille relativement faible

(environ 150 acides aminés), a longtemps posé de sérieux problèmes d'expression et de purification.

La protéine était en effet systématiquement insoluble ou hautement agrégée, indépendamment du

système d'expression utilisé (Lechner & Laimins, 1994). Cette situation a non seulement rendu

difficile toute étude structurale de la protéine seule ou avec ses partenaires, mais elle a aussi

prévenu toute étude cinétique ou thermodynamique des interactions et activités de E6. La seule

publication faisant état d'une purification de E6 ne mentionnait ni les tampons, ni les colonnes

utilisés (Daniels, 1997).

En conséquence, il n'existe quasiment aucune stratégie de thérapie basée sur le blocage des activités

oncogènes de E6. On peut juste citer quelques recherches actuellement en cours pour l'inhibition de

E6 in vivo : des peptides aptamères capables d'induire l'apoptose dans des cellules tumorales (Butz,

2000), ou bien l'étude in vitro de molécules éjectant les ions zinc de la protéine E6 (Beerheide,

1999). Cette approche est d'ailleurs similaire à celle déjà développée dans le cas du HIV (Tummino,

1996). Enfin, quelques vaccins sont évoqués depuis plusieurs années.
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B.I/ TECHNIQUES GENERALES D'EXPRESSION ET DE PURIFICATION DE

PROTEINES

B.I.1/ Milieux de culture

♦ Milieu de culture LB (Luria Broth)

Ce milieu est utilisé comme milieu non marqué de culture de bactéries. Un litre de LB (Becton

Dickinson Microbiology Systems) est composé de : 10g de digestion pancréatique de caséine, 5g

d'extrait de levures, 5g de chlorure de sodium.

♦ Milieu minimum M9 15N

1 litre de ce milieu minimum contient : 8 g de Na2HPO4 (2 H2O), 3 g de KH2PO4, 0,5 g de NaCl,

0,5 g de 15NH4Cl, 8,3 g FeCl3 (6 H2O), 0,8 mg ZnCl2, 0,1 mg CuCl2, 0,1 mg CoCl2 (6 H2O), 0,1 mg

H3BO3, 11 mg MnCl2 (2 H20), 0,4% de glucose, 120 mg MgSO4, 36,6 mg CaCl2, 1 mg de biotine, 1

mg de thiamine.

Dans les deux cas, nous avons additionné les antibiotiques suivants : l'ampicilline à 100 µg/ml pour

les vecteurs pMal, la kanamycine à 15 µg/ml pour les vecteurs pETM, et le chloramphenicole à 34

µg/ml pour les vecteurs de co-expression de GroEl (193-335).

B.I.2/ Expressions bactériennes

♦ Souches bactériennes

Nous avons travaillé principalement avec deux types de souches bactériennes : la souche XL1-Blue

pour l’amplification des vecteurs dérivant du pET et pMal-c2 (New England Biolabs), et pour

l’expression des protéines codées dans pMal-c2 ; la souche BL21 DE3 (Invitrogen life

technologies) pour l’expression de protéines codées par les vecteurs pET et pMal-c2.

Les protéines codées dans ces deux vecteurs peuvent être induites par l’ajout d’isopropyl-1-β-D-

thiolgalactopyranoside, ou lactose. La différence qui nous intéressait entre ces deux souches est que

BL21 DE3 ne posséde pas deux protéases (ompT et 1on) présentes au contraire dans XL1-Blue,
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conduisant à une diminution de la dégradation et donc à une augmentation de la production de

protéine recombinante.

♦ Transformation par électroporation

40 µl de bactéries sont transformées par électroporation avec 70 – 100 ng du vecteur codant pour la

protéine désirée, en utilisant un appareil Gene PulserTM (BioRad) réglé à 200 Ω, 2,5 V et 25 µFa.

Elles sont ensuite reprises dans 1 ml de LB et stockées 1 h à 37°C. Les bactéries transformées sont

culotées par centrifugation à 1800 x g, et resuspendues dans 1 ml du milieu utilisé ensuite comme

préculture.

♦ Les conditions de préculture

Nous nous sommes affranchis de l'étape de culture sur Boite de Petri pour ne pas risquer de

sélectionner des clones ayant un défaut d'expression ou de séquence. La solution de transformation

est donc directement diluée dans une préculture au 1/200ème. Les précultures en milieu minimum

M9 15N sont incubées pendant 3 jours à 25°C et 250 rpm. Celles en LB sont incubées toute une nuit

durant à 37°C et 250 rpm.

♦ Les conditions de culture

Les précultures sont ensuite diluées au 1/40ème dans un milieu de culture préalablement équilibré à

37°C. Les deux souches bactériennes sont ensuite traitées de manière distincte :

- XL1-Blue en milieu complet : la densité optique (DO) à 600 nm d'une culture placée sous

agitation constante à 37°C est suivie jusqu'à une valeur d'environ 0,2. Après y avoir ajouté une

solution de Zn2+SO4
2- à 100 µM final, la culture est alors transférée dans une armoire

chauffante à 27°C jusqu'à une DO de 0,25 – 0,27, toujours sous agitation constante. L'induction

de l'expression protéique se fait grâce à l'IPTG à 0,5 mM final. La valeur maximale que l'on

peut espérer atteindre tourne autour de 1,2 à 1,5 de DO après 6 à 15 heures d'induction. Cette

souche a été utilisée principalement pour la production de la protéine E6 ou de ses mutants.

- BL21 DE3 en milieu riche : ces bactéries sont induites (toujours avec de l'IPTG) à une DO plus

élevée (de l'ordre de 0,6 à 0,7). Le milieu de culture reste à une température constante de 37°C,

et contient déjà la quantité de zinc voulue. La durée de l'induction n'excède pas 3 heures de

temps. Cette souche a été utilisée pour la production du domaine C-terminal de E6.
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Après culture, les bactéries sont ensuite culotées dans des pots de 500 ml dans un rotor J.L.A.

10.500 monté sur une centrifugeuse Beckman (2200 x g). Les culots sont alors soit utilisés

directement, soit stockés dans un congélateur à –80°C).

B.I.3/ Purifications de protéines

Dans la suite de ces protocoles, toutes les manipulations de protéines sont effectuées à 5°C. Par

ailleurs, tous les tampons, filtrés, sont fraîchement dégasés sur une trompe à eau, puis bullés

extensivement avec de l'argon pendant au moins 20 minutes afin de limiter au maximum les risques

d'oxydation.

♦ Lyse des bactéries

Quelque soit le système de lyse utilisé (French Press ou sonification), le tampon de cassure des

bactéries est composé de : Tris-HCl 50 mM pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, 2,5 µg/ml de

Dnase, 2,5 µg/ml de Rnase, 5% de glycérol, ainsi qu’une tablette pour 50 ml de tampon d'un

cocktail sans EDTA d'inhibiteur de protéases (Roche). En moyenne, un litre de culture est

resuspendu dans 50 ml de tampon.

La sonification est effectuée sur des volumes de 20 ml successifs avec une sonde de 13 mm d'un

sonificateur Vibracell 72412 (Bioblock Scientific). Une puissance de 10 à 20% est appliquée

pendant 2 minutes par cycles de 1s d'ultrasons et 1s de pause, puis l'échantillon est replacé sur glace

pour éviter un échauffement trop important. Cette étape est répétée généralement 3 à 5 fois jusqu'à

ce que la solution passe d'un état opaque à une phase trouble mais légèrement translucide. Lors de

la sonification proprement dite, une attention toute particulière est apportée pour limiter absolument

toute production de mousse afin de ne pas oxyder les protéines.

Les extraits bruts sont ensuite ultracentrifugés dans des tubes Corex à 30 000 rpm (80 000 x g au

milieu du tube) dans un rotor Ti 70 monté dans une centrifugeuse L-70 (Beckman).

♦ Purification de la protéine fusionnée à MBP : la colonne amylose

Les surnageants sont filtrés sur des filtres à 0,22 µM, puis déposés sur une colonne amylose, résine

spécifique de la protéine MBP (Maltose Binding Protein). La colonne a été préalablement équilibrée

dans un tampon composé de : Tris-HCl pH 6,8 50 mM, NaCl 150 mM, DTT 1mM (tampon T1). La

colonne est ensuite lavée avec 8 à 10 volumes de tampon T2 (T1 + cocktail d'inhibiteurs de
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protéases). La quantité d'antiprotéase décroît par pas successifs de 100 à 10 % de la concentration

recommandée par le fabricant. Le décrochage de la fusion est assuré par l'ajout de maltose à une

concentration de 10 mM.

♦ Séparation des molécules agrégées de celles monomériques : l'ultracentrifugation

Les expériences utilisent des tubes UltraClear® de 12,5 ml placés dans un rotor SW41 Ti tournant à

36 000 rpm (200 000 x g) sur une centrifugeuse L-70 (Beckman) réfrigérée à 5°C. Dans notre cas,

j'ai constaté expérimentalement que la durée de rotation doit être supérieure à 12 heures, et que le

rotor doit s'arrêter sans frein aucun pour éviter au maximum les mouvements de convection. Par

sécurité, seuls les 10 ml supérieurs sont prélevés par un pipetage précautionneux (en évitant les

tourbillons).

♦ Coupure de la fusion ; séparation de MBP et de la protéine E6, ou d'un de ses domaines.

La digestion à la thrombine ou à la TEV se déroule à 5°C dans une centrifugeuse GR412 (Jouan) à

4000 rmp (3000 x g) jusqu'à coupure complète (entre 6 et 36 heures). La solution est ensuite

concentrée jusqu'à un volume inférieur à 2 ml puis chargée sur une colonne gel-filtration HiLoad

16/60 Superdex 75 (gamme de séparation entre 3 et 70 kDa) (Amersham Biosciences)

préalablement équilibrée avec 240 ml de tampon T1. L’élution de la protéine E6 ou du domaine E6-

C conduit à un pic unique dont le volume correspond à celui attendu pour un monomère d’après la

calibration de la colonne.

B.I.4/ Concentrations de protéines

Il existe trois types de concentrateurs (Fig. 29). Tous trois ont été testés, mais seul celui à

membrane oblique a permis de limiter la précipitation et l'adsorption de protéines sur les

membranes (filtres de 15 ml UltraFree Biomax 5krpm à membrane NMLW de Millipore (MUB

5/15) avec une accélération maximale de 1500 x g).
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B.I.5/ Méthode de séparation de la protéine agrégée de celle monodiperse

Le domaine C-terminal de E6, purifié selon le protocole décrit précédemment, est monodiperse et

ne nécessite pas de réaliser l’étape supplémentaire que constitue la colonne échangeuse d’ions

comme dans le cas de E6 entière. Cependant, lors de la purification de la protéine E6 entière, il

n’était pas rare que l'éluat d'une colonne amylose contienne des fusions agrégées (mais restant

toujours en solution) de par leur forte sensibilité à l’agrégation.

Pourtant, le bon déroulement de la purification nécessite absolument l’élimination de ces agrégats.

Pour y parvenir, nous avions, dans les publications 1 et 2, utilisé l'une des propriétés permettant de

distinguer ces deux types de particules : leurs charges exposées. Ceci nous avait orienté vers

l'utilisation de colonnes échangeuses d'ions. Par la suite, nous avons utilisé plutôt leur différence de

masses –et donc une ultracentrifugation– pour les séparer. En effet, la vitesse de sédimentation peut

se calculer en fonction de la constante de sédimentation s, de la vitesse de rotation ω, et de la

distance x par rapport à l'axe de rotation, par l'expression suivante :

vs = s.ω2.x

Par ailleurs, la constante de diffusion Dt permet de déterminer la distance moyenne parcourue

pendant un temps T dans une direction donnée. L'idée est ensuite de trouver la vitesse de rotation

angulaire pour laquelle la vitesse de sédimentation sera plus rapide que la vitesse de diffusion dans

le cas des agrégats, tandis que ces vitesses seraient du même ordre de grandeur pour les particules

Fig. 29 : les trois types de concentrateurs. La solution à concentrer (le concentrat) est représentée en
gris sombre, l'éluat en gris clair. a/ le concentrat est situé au dessus ; l'éluat est chassé vers le bas par
simple centrifugation. b/ le concentrat est placé en dessous ; la rotation presse le réceptacle de l'éluat
sur le concentrat, chassant ainsi l'éluat vers le haut. c/ ce type de concentrateurs reprend le principe

de a/ mais en utilisant cette fois-ci une membrane oblique : cette construction permet de limiter
l'adsorption de protéines sur les membranes de filtration.

a/ b/ c/



_____________ MATÉRIELS & MÉTHODES

_____________________________________________________

76

monomériques. Il est évident que cette vitesse de rotation est faussée par les approximations

utilisées pour la détermination de Dt et de vs (notamment : molécule de forme sphérique, viscosité

identique en toutes positions dans le tube). Cependant, le fait de répéter l’ultracentrifugation

pendant des durées variant de 1 à 36 heures augmente les chances de réussir cette séparation.

Nous avons montré que cette méthode, applicable plus particulièrement à la protéine E6 entière,

permet de supprimer l’étape de la colonne échangeuse d’ions. Ainsi, la figure 30 montre le rapport

d’agrégation (Cf. paragraphe suivant) et la valeur de la DO (ramenée à 1 ml) en fonction de la

position dans le tube après centrifugation à 200 000 x g durant 16 heures pour une solution de

fusion MBP-E6. On y constate que les courbes du rapport d’agrégation et de DO se superposent

bien.

0
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1 2

1 6

0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4

Volume (ml)

0 , 0

0 , 2

0 , 4

0 , 6

DO urée /ml prot

Rag

Dans le cas de MBP-E6 6C/6S, les dix « premiers » ml renferment environ 20% de la quantité de

protéine totale avant centrifugation, tandis qu’une partie non négligeable se trouve enfermée dans le

culot. Cette quantité avait déjà été établie en analysant sur gel de protéines le dépôt et l’éluat d’une

expérience sur colonne échangeuse d’ions (Publication 2).

Volume (ml)

0

6

12

Fig. 30 : mesures d’agrégation (Rag) et de concentration (DO) après ultracentrifugation. Un culot très
net apparaît au fond du tube lorsque la solution contient initialement des agrégats. Dans le tube de

centrifugation représenté à gauche, le gris sombre correspond à une plus forte concentration de protéines.
Ces molécules, d'après le Rag lu sur  la figure de droite, se présentent sous une forme agrégée.
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B.II/ TECHNIQUES GENERALES DE SPECTROSCOPIES (AUTRES QUE LA RMN)

B.II.1/ Spectrofluorimètrie

Les expériences de spectrofluorimètrie ont été conduites sur un appareil SPEX Fluorolog-2 (SPEX

Industries Inc. Edison, NJ) équipé d'une lampe Xenon de 450 W, un monochromateur d'émission,

un monochromateur d’excitation, tous trois montés en L, ainsi que de deux photomultiplicateurs

(PM) dont un pour la référence (placé après le monochromateur d'entrée). 4 fenêtres sont à régler :

une avant (a), et une (b) après le monochromateur d'entrée, une avant (c) et une après (d) le

monochromateur de sortie (Fig. 31).

Les largeurs de ces fenêtres étant directement reliées à la bande passante en nanomètre, les

ouvertures sont exprimées en nm. Ainsi, une mesure de fluorescence utilise les réglages suivants : a/

16 nm ; b/ 7,2 nm ; c/ 3,6 nm ; d/ 7,2 nm. La finesse de la fenêtre d’entrée sur le monochromateur

d’excitation permet une bonne sélectivité de la longueur d’onde. Les réglages pour une mesure de

diffusion diffèrent légèrement : a/ 16 nm ; b/ 3,6 nm ; d/ 7,2 nm. Quant à c/, son ouverture est réglée

lors de la première mesure de manière à obtenir un signal de référence reproductible. Ceci permet

de comparer directement les valeurs obtenues lors de différentes manipulations. Cette ouverture est

généralement de l’ordre de 1 nm, générant un signal de 0,5.105 coups par seconde (cps) : ceci laisse

donc une marge importante de mesures de diffusion, le PM saturant à 107 cps. Quelle que soit

l'ouverture de ces fenêtres, il est impératif de vérifier la non saturation des PM : la haute tension

(HV) appliquée aux PM (permettant l'amplification du signal reçu) doit être ajustée de telle sorte

(a)

(b)

(d)
(c)

PM

d’entrée

PM

de sortiee

Fig. 31 : géométrie du
spectrofluorimètre et positions des
fentes de réglages. Les rectangles

hachurés symbolisent les
monochromateurs, le disque la source

lumineuse, les flèches le trajet optique,
les traits épais les fentes de réglages, et

les arcs de cercle les
photomultplicateurs.
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que le signal en sortie du PM se situe aux alentours de 1 µA. Dans notre cas, les hautes tensions des

PM de référence et de sortie sont respectivement de l'ordre de 350 et 800 V.

Avant chaque expérience (fluorescence ou diffusion de lumière), l'appareil est calibré en longueur

d'onde. Un premier spectre d'excitation (variation de la longueur d'onde sur le monochromateur de

sortie) est enregistré avec une solution tampon : celui-ci permet de connaître le décalage en

longueur d'onde entre les monochromateurs d'entrée et de sortie (le signal diffusé doit avoir la

même longueur d'onde que celui de l'émission). Un spectre d'émission (variation de la longueur

d'onde sur le monochromateur d'entrée) est ensuite enregistré sur une solution contenant des résidus

aromatiques (avec une préférence pour le tryptophane). En plaçant le monochromateur de sortie à

340 nm, le maximum d'émission doit se situer à une longueur d'onde de 279 nm. Ces deux spectres

permettent ainsi de calibrer de manière absolue les deux monochromateurs.

♦ Mesures de fluorescence

Cette mesure est réalisée à l’aide d’un spectre d’excitation : l’émission étant réglée généralement à

295 nm, l’excitation entre 305 et 400 nm avec un pas de 0,5 nm et un temps d’intégration de 1s. La

référence est soustraite à ce spectre.

♦ Mesures de diffusion de lumière

Pour cette mesure, les longueurs d’ondes d’émission et d’excitation sont conservées à une valeur

constante de 350 nm, les molécules biologiques n’absorbant pas ou quasiment pas à cette longueur

d’onde. La mesure de diffusion est obtenue en enregistrant la valeur de la diffusion toutes les

secondes. Le fait de pipeter dans la solution entraîne souvent des perturbations : il est donc

nécessaire d’attendre un minimum de 100s pour être sûr de revenir à l’équilibre. La valeur de la

diffusion sera donc la valeur de ce signal à laquelle nous aurons soustrait la valeur de diffusion de la

solution seule.

♦ Mesures du rapport d’agrégation

La valeur de la diffusion dépend de la concentration en protéine de la solution. Au contraire, le

rapport Ragg, défini comme ci-dessous, est quasi indépendant de cette concentration :

R
I

Iagg
diff

fluo

=
∆

∆

350

(12)



_____________ MATÉRIELS & MÉTHODES

_____________________________________________________

79

Le numérateur correspond à la mesure de diffusion de lumière à 350 nm, référence soustraite ; le

dénominateur au maximum de fluorescence, référence soustraite. Ce maximum, atteint à une

longueur d’onde dépendant de la protéine, varie généralement entre 325 et 350 nm.

Ce rapport n’est indépendant de la concentration en protéines qu’en première approximation. En

effet, l’agrégation des protéines risque de perturber le signal de fluorescence, voire même

d’entraîner la précipitation des particules, modifiant ainsi la concentration totale de protéines en

solution. Cependant, cette indépendance de la concentration de protéine peut être vérifiée en

mesurant le rapport à deux concentrations différentes : il ne doit pas varier au delà de l’erreur

expérimentale (déterminée en fonction du bruit de fond). Il est important de noter que ce rapport

dépend de chaque appareil, de l’utilisateur et de la protéine étudiée. Il est donc nécessaire de

calibrer initialement l’appareil avec une solution de protéines monodisperses, et une seconde de

particules agrégées à la même concentration de protéines.

Il existe une relation linéaire entre l’intensité de lumière diffusée et la masse des particules en

solution. Ainsi, dans notre cas, connaissant les intensités diffusées et les masses des protéines pour

une protéine monodisperse (∆I = 0,1.105, M) et une particule agrégée (∆I = 5,0.105, M’ ≈ 300 x M

déterminée par DLS), la connaissance de l’erreur expérimentale (0,1.105) nous permet de remonter

jusqu’à la taille minimale des agrégats, soit donc de l’ordre de 10 à 15 monomères par particules

agrégée. Il serait possible d’améliorer cette sensibilité en utilisant des solutions acqueuses dé-

ionisées, et en augmentant l’ouverture des fenêtres du PM de sortie. Cependant, une faible

ouverture a l’avantage de laisser une plus grande marge de manœuvre dans la détection d’agrégats.

B.II.2/ Dichroïsme circulaire

Les spectres de dichroïsme circulaire ont été enregistrés sur un modèle de dichrographe CD6 (Jobin

Yvon, France) entre 260 nm et la valeur la plus basse permise par l’absorption (généralement

comprise entre 195 et 188 nm). Des cellules en quartz de 0,1 mm sont utilisées ; l’intervalle

d’enregistrement est de 0,5 nm ; le temps d’intégration est de 5s avant 210 nm, de 2s dans la région

au delà de 210 nm. La cuve est conservée à une température constante de 15°C (± 0,5°C) par une

circulation permanente d’eau. Tous les spectres sont la moyenne d’un minimum de 3 spectres, ce

nombre pouvant atteindre 10 pour les échantillons ayant un mauvais rapport signal / bruit. La

référence est systématiquement soustraite à ces signaux.
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B.II.3/ Dénaturation de protéines

♦ Aspects généraux

L'agrégation étant un phénomène consécutif à la dénaturation de la protéine, il est préférable

d’évaluer la dénaturation par le suivi de l'exposition du tryptophane au solvant, plutôt que par des

mesures de diffusion de lumière.

Les expériences de dénaturation ont été réalisées principalement sur le spectrofluorimètre SPEX

Fluorolog-2 (SPEX Industries Inc. Edison, NJ), plus adapté à des mesures de dénaturation en

présence d'agents type urée ou chlorure de guanidium, que pour des mesures par dénaturation

thermique. Une contrainte liée à l'utilisation de ces agents est que l'ajout d'une quantité de poudre

modifie de manière importante le volume de la solution : les régles de proportionnalités dans les

dilutions ne peuvent plus s'appliquer directement ici. Le tableau ci-dessous donne la démarche

utilisée pour calculer la concentration d'une solution après dilution de y grammes de poudre dans z

grammes de solution.

La première étape consiste à déterminer le rapport massique (en %) :

W
y

y z
= ⋅

+
1
100

Urée Chlorure de Guanidium

masse molaire 60,06 g/mol 95,5 g/mol

solubilité (à 25°C) 10,49 M 8,54 M

densité relative d/d0 = 1 + 0,2658.W + 0,033 W2 = 1 + 0,271.W + 0,033 W2

g de poudre / g H20 pour préparer une solution de :

8 M 0,755 1,816

10 M 1,103   ---

On constate donc bien dans ce tableau la non linéarité entre la masse de poudre pour obtenir une

solution à 8 M urée de celle pour 10 M, liée à cette non proportionnalité.

Prenons comme exemple la dilution de 6 g d'urée dans 5,2 g d'eau.

W = 52,2 %, et donc d/d0 = 1,148.
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Le volume final après dilution totale sera donc : (6 + 5,2) / 1,148 = 9,99 ml. Ce volume final

attendu permet de connaître la quantité de poudre du tampon à rajouter à la solution pour obtenir la

concentration désirée. La concentration en urée est alors de 10,1 M.

La concentration saline est réajustée après chaque dilution d’urée. La mesure de diffusion de

lumière est réalisée à 2 reprises, à 5 minutes d’intervalle afin de s'assurer que l'équilibre a été atteint

: si aucune variation n'est observée, le point obtenu est validé. La cuve est thermostatée à 15°C tout

au long de l'expérience. La fluorescence est mesurée en enregistrant l’intensité maximale et la

longueur d'onde de ce maximum pour une excitation à 295 nm, sélective du tryptophane.

Deux cas sont différenciés selon la quantité de protéines à disposition : les contraintes pour chacun

des deux cas sont détaillées ci-dessous.

♦ Cas de la protéine en quantite suffisante

Une nouvelle solution de référence est utilisée pour chaque point en urée, obtenue après dilution

d'une solution stock d’urée à une concentration minimale de 10 M. Après ajout de la quantité

désirée de protéines, une attente de 5 minutes avant d’effectuer la mesure permet de s’assurer que le

système est à l’équilibre. Le volume total de protéines nécessaire est donc égal au volume utilisé

pour chaque point, multiplié par le nombre de points voulus pour la courbe de dénaturation.

♦ Cas de la protéine en quantité limitée

La même solution de protéine est conservée tout au long de l’expérience, en y diluant la quantité de

poudre d'urée nécessaire au point suivant. Des masses de 60 mg d'urée –mesurées avec une balance

de précision– diluées successivement dans la solution initialement de 2 ml, constituent un bon

compromis temps passé / nombre de points obtenus.

Connaissant les masses d’urée ajoutées, la détermination de la concentration d'urée en chaque point

est calculée en mesurant le nouveau volume de la solution à l’aide de micropipettes. Cette

manipulation, permettant d'ailleurs une homogénéisation de la solution, est effectuée deux fois.

Ces deux protocoles peuvent être ajustés pour l'utilisation d'une micro-cuve de 150 µl.
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♦ Traitement des courbes de dénaturation

Le traitement de données est effectué sous le logiciel MatLab. Les valeurs de longueur d'onde –ou

d'intensité de fluorescence– sont converties en fraction de protéines dénaturées. Le signal réel de la

protéine tient compte de la dilution induite par l’ajout d’urée, et du signal propre de la solution

d’urée (ou du chlorure de guanidium). Théoriquement, une excitation à 295 nm n’induit pas de

fluorescence pour l’urée ou la guanidine. Cependant, les impuretés, même à l’état de trace dns les

poudres, ne peuvent plus être totalement négligées lorsqu’on employe des solutions d’urée

fortement concentrées.

Enfin, de fortes concentrations d’urée diffusant largement la lumière, il est nécessaire de soustraire

l’intensité diffusée pour l’urée seule au signal mesuré pour la protéine.

B.III/ TECHNIQUES GENERALES DE RMN

B.III.1/ Acquisition des spectres RMN

Les spectres de RMN ont été enregistrés sur un tube Shigemi contenant un échantillon de E6-C

4C/4S à 1 mM, marqué ou non à l’azote 15 (Tris deutéré 20 mM, pH 6,8, NaCl 50 mM, DTT 1

mM, D20 10%).

Les données ont été enregistrées sur un spectromètre Bruker DR600 pour les expériences 2D

homonucléaires, et sur un spectromètre Bruker DR500 pour les expériences 2D et 3D

hétéronucléaires. Les séquences d’impulsions utilisées pour les mesures de la vitesse de relaxation

transversale RN(Nx,y) et des NOEs hétéronucléaires {1H}-15N sont basées sur des expériences

hétéronucléaires détectées sur le proton (Kay, 1989). Le signal de l’eau est supprimé à l’aide de la

séquence WATERGATE avant l’acquisition sur le proton (Piotto, 1992). Pendant l’acquisition des

expériences hétéronucléaires, l’utilisation de la séquence GARP assure le découplage de l’azote N15

(Shaka, 1985).

Les expériences 2D homonucléaires TOCSY (Bax & Davis, 1985) (temps de mélange de 60 et 80

ms avec un cycle d’impulsions composites DIPSI), et NOESY (Kumar, 1980) (temps de mélange

de 200 ms) ont été acquises à 5 et 15°C avec une largeur spectrale de 8 kHz (soit 13,3 ppm) dans les

deux dimensions. 48 transitoires de 2048 points ont été accumulées pour chacun des 512 points

dans la dimension f1. Le délai de relaxation était fixé à 2,25 s.
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Les expériences hétéronucléaires 3D N15-TOCSY-HSQC (temps de mélange de 60 ms) et N15-

NOESY-HSQC (temps de mélange de 200 ms) ont été enregistrées à 15°C avec des largeurs

spectrales de 7,5 kHz (soit 15,4 ppm) dans les deux dimensions proton, et 1,7 kHz (soit 33,7 ppm)

dans la dimension azote. 8 transitoires de 1024 points ont été accumulées pour chacun des 240

(proton) X 64 (azote) FID. Le noyau N15 est découplé du proton durant l’acquisition. Le délai de

relaxation était fixé à 2,5 s.

Les mesures de relaxation sur E6-C 4C/4S87-158 ont été enregistrées avec un total de 200 incréments

t1 et 16 transitoires de 2048 points par incrément. Le délai de relaxation était réglé à 2,5 s ; les

largeurs spectrales de 6 kHz pour le proton et 1,7 kHz pour l’azote. Pour la mesure de RN(Nx,y), 13

expériences ont été enregistrées avec les délais de relaxation de 16, 32, 48, 63, 79, 101, 143, 175,

207, 238, 286, 318, 365 ms. Le point à 79 ms a été enregistré une seconde fois afin d’estimer le

niveau de bruit.

Les NOEs hétéronucléaires {1H}-15N sont mesurés à l’aide de deux expériences, avec et sans la

saturation du proton. Chaque spectre 2D a été enregistré avec 32 transitoires de 2048 points pour

chacun des 200 FID. Le délai de relaxation était fixé à 3,0 s.

Les spectres sont référencés sur le DSS pour les dimensions proton. La référence azote a été

calculée à partir de la référence proton et des rapports gyromagnétiques du proton et de l’azote. Les

spectres 2D et 3D ont été traités respectivement par les programmes UXNMR (Bruker Inc.) et

NMRPipe (Delaglio, 1995).

B.III.2/ Calculs de structure

♦ Collecte des contraintes de distances

L’attribution manuelle, ainsi que l’intégration des pics, ont été réalisées à l’aide du programme

XEASY (Bartels, 1995). L’attribution des résonances des protons de E6-C 4C/4S a été réalisée en

utilisant tout d’abord la méthode classique de Wüthrich (Wüthrich, 1986) sur les spectres 2D

homonucléaires. Celle-ci consiste dans un premier temps à identifier les différents systèmes de

spins sur les cartes TOCSY, puis à corréler ces systèmes de spins entre eux par l’observation de

proximités spatiales Hα(i) - HN(i+1) et HN(i) - HN(i+1) sur les cartes NOESY. Ces corrélations

étaient validées par leur observation simultanée sur les spectres à 15°C et à 5°C. Un report de cette

première attribution sur les cartes 3D hétéronucléaires nous a permis de lever les ambiguités qui

subsistaient du fait d’un grand recouvrement de pics. Les contraintes utilisées dans les calculs de
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structure proviennent systématiquement des cartes 3D pour les taches de corrélation bien résolues.

Toutes les autres ont été extraites des spectres 2D à 15°C. L’attribution séquentielle des 3 prolines a

été obtenue par les effets nOes observés entre les protons Hδ des prolines et les protons Hα du résidu

précédent, ainsi qu’entre les protons Hα des prolines et le HN du résidu suivant. Pour chacun des

deux spectres NOESY 2D et 3D, le classement des intensités en trois catégories  fort, moyen, faible

a permis d’obtenir un premier jeu de distances limites supérieures classées en 2.5, 3.7 et 5.0 Å. Les

déplacements chimiques du domaine E6-C 4C/4S sont reportés en annexe de ce manuscrit.

L’utilisation de ces contraintes de distances dans les calculs de structure a révélé une incohérence

de ce premier jeu, liée à des erreurs d’attributions. Celles-ci étaient principalement dues à des

élargissements localisés de raies pour certaines parties de la protéine, conduisant à une absence de

convergence du protocole de recuit simulé (SA) (Nilges, 1988, 1999) calculé dans le logiciel

XPLOR 3.8 (Brünger, 1992). Cette observation, ainsi que la difficulté à identifier ces erreurs nous a

conduit à modifier légèrement la stratégie de calcul de structure. Celle-ci repose sur l’identification

préalable de régions de la protéine pour lesquelles l’ensemble des observations RMN indique de

façon fiable la présence de structures II. Cet ensemble cohérent de mesures comprenant :

- les déplacements chimiques secondaires : la méthode de Wishart (Wishart, 1992), appliquée avec

la base de données établie par Mertuka (Merutka, 1995), a permis d’identifier les résidus

susceptibles de se situer dans une structure de type α ou β,

- les angles dièdres φ ont été déduits de la mesure des constantes de couplage 3JHN-Hα déterminées

à partir d’un spectre HNHA (Vuister & Bax, 1993),

- une recherche systématique des corrélations nOes caractéristiques de structures type α  ou β

(Wüthrich, 1986) est effectuée. Cette recherche a permis de fixer les trois brins du feuillet β les

uns par rapport aux autres. Les contacts Hα/Hα ont été obtenus grâce à un spectre NOESY D2O à

15°C,

a été utilisé pour définir un jeu de contraintes « dures » permettant de rigidifier ces régions. Les

premières structures calculées ont permis également d’identifier de manière non ambiguë les 4 Cys

conservées dans les alignements comme étant les coordinants du zinc. Ceci a justifié l’ajout de 10

contraintes de distances entre ces 4 cystéines et le zinc.
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♦ Procédure itérative sur le recuit simulé (SA)

Une procédure de calcul itérative a ensuite été utilisée pour assurer progressivement la cohérence de

l’ensemble du jeu de données, puis identifier les erreurs d’attribution responsables de la non

convergence (Fig. 32).

Cette procédure se déroule au maximum en 10 boucles. A chaque boucle, l’ordinateur calcule un

jeu de structures, analyse les violations#, modifie en conséquence les contraintes expérimentales,

puis relance le calcul d’un nouveau jeu de structures. Si les jeux de contraintes de deux tours

successifs sont identiques, le programme s’arrête.

Cette méthode a été utilisée à deux reprises : dans un premier temps pour détecter des erreurs

d’attribution, et dans un second temps pour affiner la calibration.

                                                  
# Une contrainte de distance est violée lorsque la distance cible correspondant à cette contrainte n'est pas respectée dans

les structures calculées.

Fig. 32 : représentation schématique de la procédure itérative d'analyse des contraintes.
Les traits en pointillés correspondent à l’entrée et à la sortie de la procédure.

contraintes
expérimentales

(boucle i+1)
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violations

modifications
des contraintes
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contraintes
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structures
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Dans cette première étape, la contrainte est supprimée des fichiers utilisés dans le tour suivant si la

contrainte est violée dans plus de 6 structures parmi les 30 calculées pour chaque jeu, et si la

moyenne des écarts entre la distance cible et la distance calculée est supérieure à 0.5 Å. L’analyse

des contraintes exclues du calcul par cette procédure itérative nous a permis d’identifier les erreurs

d’attribution en utilisant un concept analogue à celui du « Network anchoring » utilisé dans NOAH.

Ainsi, lorsque plusieurs contraintes revenaient systématiquement sur un même résidu, ceci était

généralement corrélé avec une erreur d’attribution de ce résidu. Au contraire, lorsque les contraintes

supprimées se répartissaient dans une région confinée de l’espace de la structure, l’analyse de

l’ensemble des contraintes de distance non supprimées de cette région, révélait généralement

plusieurs erreurs d’attribution, ces erreurs ayant entrainées des violations sur des contraintes

avoisinantes, et non sur elles-mêmes. Ceci a concerné environ 10% des pics sur les 900 initiaux,

mais n’a pu entièrement lever l’incohérence du jeu de nOes.

Dans une deuxième étape, il s’agissait dans ce cas, non plus de supprimer la contrainte violée, mais

d’augmenter la distance cible de 0,5 Å. Bien que cette étape n’a concerné que 24 contraintes au

total, elle a permis d’obtenir quelques structures convergentes sans aucune violation, ni de

distances, ni d’angles dièdres.

Les différentes contraintes (soit un total de 979, toutes classes confondues) utilisées pour les calculs

sont résumées dans les tables ci-après : la table 6 indique, pour l’ensemble des contraintes de

distance, la distribution suivant la séquence, la distance et le type de protons ; la table 7 liste les

différents fichiers de contraintes avec leur nombre.

SÉQUENCE DISTANCE CONTACTS

i / i 0 < 3,5 Å 61 HN / HN 87

i / i+1 370 > 3,5Å et < 4,5Å 156 HA / ali 124 (10)

i / i<5 229 > 4,5 Å 762 HN / ali 348

i / i>=5 380 HN / HA 113

ali / ali 297

Table 6 : statistiques des contraintes. Séquence : contacts entre les résidus i et j avec j=i, j=i+1,
i+1<j<i+5 ou j>i+5. Distance : la distance exprimée en angstrœms séparant les résidus i et j.

 Contacts : type d’atomes avec HN : proton amide, HA : proton attaché au Cα ; ali : tous les autres
protons. Le nombre entre parenthèse correspond aux nombres de contraintes Hα/Hα.
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CONTRAINTES CARACTÉRISTIQUES NOMBRE CLASSE

contraintes Sγ(Cys) / Zn et Sγ(Cys) / Sγ(Cys) 10 forte

liaisons hydrogènes présentes dans les hélices α droite 12 forte

liaisons hydrogènes présentes dans les feuillets β 14 forte

contraintes observées caractéristiques d'un feuillet β 10 forte

Contraintes

de distances

autres contraintes observées (spectres 2D et 3D) 925 faible

angles φ et ψ caractéristiques des hélices α droite 34 unique

angles φ et ψ caractéristiques des feuillets β 24 unique

Contraintes

d'angles

dièdres autres angles φ expérimentaux 8 unique

Seuls 3 atomes d’azote de la chaîne principale n’ont pas pu être attribués : les deux premiers et celui

de la Serine 149. 77% de tous les protons et azotes de la séquence ont été attribués. Ce chiffre

monte à 84 si l’on ne tient pas compte des atomes de bout de chaînes latérales non attribués. A noter

que les protons n’ont pas été stéréospécifiés

♦ Un affinement des structures basé sur le  protocole SA.

Dans une dernière étape, les structures obtenues ont été affinées en utilisant un algorithme de recuit

simulé modifié. Dans ce calcul, la température de l’étape exploratoire est réduite à 1000 K, les

structures initiales correspondent à celles issues des premiers calculs et enfin, la géométrie du site

de liaison au zinc est définie dans la topologie de la protéine (topologie tétraédrique avec une

longueur de liaison entre les atomes de soufre et le zinc de 2.3 Å).

B.IV/ TECHNIQUES LIEES A L'INSTRUMENTATION BIACORE.

B.IV.1/ Préparation des réactifs

♦ Le ligand (molécule accrochée à la surface)

L’hybridation des ADN cruciformes et double brins est réalisée par un lent refroidissement

d’oligonucléotides de 30 bases chacun dont les séquences correspondent soit à l’ADN cruciforme

Table 7 : fichiers de contraintes utilisés pour les calculs de structure. Il est indiqué pour chaque fichier
ses caractéristiques, le nombre de contraintes et la classe (uniquement pour les contraintes de distances).
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dit de Lilley (Duckett, 1988), soit à celui dit de Bianchi (Bianchi, 1989). L’un des oligonuclétides

est biotinylé en son extrémité 5’. La vérification de la masse et de la pureté des ADN est réalisée

par électrophorèse d’ADN à l’aide d’un dépôt, sur le même gel, de fragments simple brin, double

brin et cruciforme, chacun sous une forme biotinylée ou non.

♦ L’analyte (molécule en solution)

La qualité de la protéine E6, préparée selon le protocole décrit précemment, est vérifiée par une

mesure d’agrégation avant chaque nouvelle série d’expériences BIAcore. Seuls les échantillons

présentant le rapport d’agrégation le plus faible sont utilisés ensuite.

B.IV.2/ Immobilisation des ligands à la surface

Toutes les expériences BIAcore ont été réalisées sur un instrument BIAcore 2000 (Biacore AB,

Uppsala, Suède). Le système est entièrement nettoyé de toutes les protéines adsorbées selon le

protocole recommandé par le constructeur. Les surfaces sensor employées sont du type CM5 (la

plus classique). Le tampon de réaction (ou tampon de run) dans lequel baigne en permanence la

surface est constitué de Tris 50 mM pH 6.8, NaCl 150 mM Glycérol 5% filtré sur un filtre 0,22 µm

puis dégazé pendant 20 minutes minimum.

La concentration de ligands à la surface est ajustée, soit pour maximiser le transport de masse afin

de déterminer la concentration active en analytes, soit pour le minimiser afin de mesurer des

constantes cinétiques.

Dans le cas d’une cinétique, l’immobilisation se déroule en 5 étapes, les 4 premières en mode

multicanal, la dernière en monocanal.

i/ Activation des charges du dextran par un passage de 70 µl à un flux de 10 µl/min (F10) d’une

solution de EDC / NHS.

ii/ Accrochage de la streptavidine diluée dans du tampon HBS (60 µl à F10).

iii/ Désactivation des charges non utilisées dans une liaison avec la streptavidine par 100 µl d’une

solution d’éthanolamine (F10).

iv/ Lavage de la surface par 1 ml (F10) de NaCl 1M, suivi de 16 lavages de 5 µl d’une solution de

NaOH 50 mM diluée dans de l’eau (stabilisation de la ligne de base), et enfin lavage extensif
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pendant un minimum de 8 heures à F50 par le tampon de réaction (élimination de toute trace de

soude).

v/ Immobilisation proprement dite de l’ADN biotinylé : cette étape se déroule en mode monocanal

par injection manuel de l’ADN biotinylé (concentration comprise entre 25 et 100 nM) à un flux

lent de 1 µl/min afin d’accrocher le plus précisemment la quantité voulue (aux environs de 200

RU de signal). L’immobilisation des 4 cellules de la surface suit généralement le schéma ci-

dessous :

Cellule Ligand

1 streptavidine seule

2 streptavidine + ADN double brin biotinylé

3 streptavidine + ADN cruciforme Lilley biotinylé

4 streptavidine + ADN cruciforme Bianchi biotinylé

Pour éviter toute contamination d’un ligand sur la cellule suivante, le système microfluidique ainsi

que la boucle d’injection sont lavés extensivement après chaque immobilisation avec du tampon de

réaction. Par la suite, une injection de SDS à 0,05% simultanément sur les 4 cellules permet de

stabiliser la ligne de base. Celle-ci ne doit plus varier de plus de 10 RU par heure tout au long de

l’expérience.

B.IV.3/ Conditions de régénérations

Le tampon de régénération permet de retrouver à un signal identique à celui qui existait sur les

cellules avant l'injection de l'analyte. Dans notre cas, il est constitué de : Tris 50 mM, NaCl 850

mM, Magnésium 10 mM et Glycérol 5%. Ce tampon ne doit pas provoquer la précipitation de la

protéine qui risquerait de boucher un canal. L’ajout ou non de SDS à 0,05% ne change rien quant à

la régénération.

`
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B.IV.4/ Acquisition des données expérimentales

L’injection de l'analyte est réalisée selon le mode « COINJECT » permettant une injection de

l’analyte en deux phases. La première contient l’analyte proprement dit (la protéine E6 6C/6S)

diluée dans le tampon pour lequel on veut tester l’effet des composants (principalement NaCl 150

ou 500 mM, Mg à 1 mM ou EDTA à 1 mM, Dextran à 1 ou 0 mg/ml). La seconde reprend

strictement ce même tampon mais sans l’analyte, et ce afin de vérifier l’effet de ces constituants sur

la cinétique de dissociation. La protéine E6 est utilisée à 5 concentrations différentes : 1000, 500,

250, 125 et 62,5 nM.

Les cinétiques sont normalement obtenues à des flux compris entre 10 et 50 µl/min. Dans notre cas,

des phénomènes de déplétion de l’analyte (non expliqués de manière satisfaisante) nous ont obligé à

travailler à un flux de 10 µl/min. Pour éviter toute dispersion de l’échantillon dans le circuit

microfluidique, les volumes injectés sont réduits à 20 µl dans la phase d’association et 100 µl dans

la phase de dissociation. Chaque cycle est prolongé jusqu’à 25 minutes en présence du tampon de

réaction pour permettre un lavage le plus complet de l’ADN (Sun JC., Secondes Rencontres

Françaises BIA, Paris Institut Curie, 30 mai 2000).

B.IV.5/ Traitement des données expérimentales

Le traitement des courbes est effectué grâce au logiciel BIAevaluation 3.0. La première étape

consiste à ajuster précisemment le début de l’injection de l’analyte à zéro en temps et en signal. Les

courbes suivent ensuite un double référençage [(Karlsson & Falt, 1997) ; (Myszka, 1999)]. La

première référence, produite par la cellule contenant la streptavidine seule, est soustaite au signal de

chacune des autres cellules. La seconde référence correspond au signal du tampon seul sur chaque

cellule. L’ensemble des courbes obtenues aux différentes concentrations est systématiquement traité

par ajustement global.
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B.V/ AJUSTEMENT NON LINEAIRE DE COURBES EXPERIMENTALES SOUS

MATLAB

Le premier paragraphe détaille les techniques de résolution numérique utilisées pour l’ajustement

non linéaire de courbes, sigmoïdales pour des cinétiques ou des dénaturations, ou exponentielles

pour la diffusion translationnelle la vitesse de relaxation transversale en RMN. Le second développe

rapidement le principe utilisé pour l’étude numérique de l’interaction E6 / ADN cruciforme.

♦ Ajustement non linéaire

Lorsque les courbes sigmoïdales vont de 0 vers 1 pour des concentrations croissantes de produit [A]

(cas z), je « renverse » ces courbes, qui vont ainsi de 1 vers 0 (cas z' = 1 – z).

z
A K

A K
z z

A K
d

d d

=
[ ]⋅
+ [ ] ⋅

⇔ = − =
+ [ ]⋅1

1
1

1
'

Le paramètre ajusté (en l'occurence ici Kd) est toujours le même. Cependant, il apparaît deux fois

dans l’expression de z, rendant l'ajustement moins stable. Au contraire, ce terme n'apparaît plus

qu'une seule fois dans le cas z'.

Un ajustement non linéaire par moindres carrés est réalisé dans le logiciel MatLab (The Matworks

Inc.). L’écart quadratique moyen δe qui ressort d’un tel ajustement permet de quantifier sa qualité.

Cependant, il ne reflète en rien la contribution de l’erreur expérimentale de chaque point. Une

procédure de type Monte-Carlo est employée afin d’évaluer l’impact de cette erreur expérimentale

sur l’erreur globale de l’ajustement : les points utilisés lors du premier ajustement sont considérés

comme étant la meilleure approximation de la valeur moyenne statistique des mesures

expérimentales. Une distribution normale de valeurs est ensuite générée autour de ces

points expérimentaux, et la procédure d’ajustement répétée 100 fois. Ceci permet de déterminer une

valeur moyenne du KD, ainsi que l’écart-type δKD.

♦ Etude numérique de l’interaction E6 / ADN cruciforme

La méthode permettant d’affirmer que le domaine C-terminal de E6 se lie sur deux sites de l’ADN,

identiques et indépendants, est basée sur l'approche des poids statistiques établis pour des

interactions entre proches voisins. Cette approche est décrite bien plus en détails dans le livre de

Tinoco (Tinoco, 2002).
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Le modèle général pour une interaction à deux sites indépendants est :

X + 2 P   ⇐⇒   XP + P   ⇐⇒  XP2

où X et P correspondent respectivement à l’ADN et à la protéine.

L'idée est en fait d’affecter un poids statistique pour passer de l’état X + P à XP, et de l’état XP + P

à XP2. Dans le premier cas, ce poids est égal à S, dans le second à S.τ où S = K.[P], K étant la

constante de dissociation à l’équilibre. τ est un facteur contrôlant le passage à l’état XP2 à partir de

XP. Il permet de « rendre » une interaction coopérative (τ > 1, le passage de XP à XP2 étant alors

favorisé), indépendante (τ = 1) ou anti-coopérative (τ < 1).

Les quantités X, XP et XP2 ont été déterminées numériquement à l’aide du logiciel MatLab, en

fonction de la concentration en protéines P. Ces quantités, comparées aux fractions X, XP et XP2

déduites d’un gel retard, laissent apparaître deux sites indépendants.
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RÉSULTATS

et

DISCUSSIONS

Les résultats présentés se divisent en trois parties. La première concerne l’obtention de

l’oncoprotéine E6 repliée, stable, active et monomérique, ainsi que de ses deux domaines N et C-

terminaux. Les résultats de l’étude structurale du domaine E6-C 4C/4S sont développés dans la

seconde. Enfin, la troisième expose les résultats obtenus sur l’interaction entre cette protéine E6 et

un type particulier d’ADN, l’ADN cruciforme.
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PARTIE I

Obtention de l’oncoprotéine E6 de HPV 16 sous une forme active et repliée,

ainsi que de ses deux domaines N et C-terminaux ;

caractérisation biophysique de ces particules.

La présentation des résultats de cette partie se traduit par 3 publications :

− Publication 1 : Formation of soluble inclusion bodies by HPV 16 E6 oncoprotein fused to

Maltose Binding Protein. Nominé Y., Ristriani T., Laurent C., Lefèvre J-F., Weiss E.,

Travé G. (2001) Protein Expression and Purification 23, 22-32.

− Publication 2 : A strategy for optimising the monodispersity of fusion proteins: application

to purification of recombinant HPV 16 E6 oncoprotein. Nominé Y., Ristriani T., Laurent

C., Lefèvre J-F., Weiss E., Travé G. (2001) Protein Engineering 14(4) 297-305

− Publication 3 : Domain substructure of HPV E6 oncoprotein: Biophysical characterization of

E6 C-terminal DNA-binding domain. Nominé Y., Charbonnier S., Ristriani T., Stier G.,

Masson M., Cavusoglu N., Van Dorsselaer A., Weiss E., Kieffer B., Travé G.

(Publication soumise à Biochemistry)
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I.1/ Publication 1

Nominé Y., Ristriani T., Laurent C., Lefèvre J-F., Weiss E., Travé G. (2001) :

Formation of soluble inclusion bodies by HPV 16 E6 oncoprotein

fused to Maltose Binding Protein.

Protein Expression and Purification 23, 22-32

Ce travail concerne la qualité des protéines de fusion. Celles-ci sont constituées de la protéine

d’intérêt (dans notre cas, E6) fusionnée à l’extrémité C-terminale d’une protéine porteuse MBP

(Maltose Binding Protein). Ces fusions ont la propriété remarquable de « solubiliser » la protéine

d’intérêt, même si celle-ci a tendance à précipiter lorsqu’elle est produite en dehors de la fusion

[Kapust, 1999]. Nous démontrons ici que ces fusions restent effectivement en solution, mais

contiennent une majorité de protéines E6 non repliées et biologiquement inactives. Ces molécules

de E6 s’agglomèrent entre elles par des interactions hydrophobes, tandis que la présence des

protéines MBP, repliées, stabilisent ces agrégats et évitent ainsi leur précipitation. Ces molécules

agrégées constituent donc des particules de hauts poids moléculaires, mais parfaitement solubles.

Nous avons appelé ces objets des « corps d’inclusion solubles » par analogie avec les corps

d’inclusion insolubles retrouvés dans les bactéries. L’une des propriétés de ces objets est de se co-

purifier sur une résine amylose en même temps qu’une fusion ne contenant pas de protéine agrégée,

contaminant ainsi la protéine « pure ». Ainsi, le fait que la fusion soit soluble ne garantit en rien que

la protéine d’intérêt soit active et correctement repliée.

Mis en évidence dans le cas de la protéine E6, ces corps d’inclusion solubles ne semblent pourtant

pas se limiter à cette unique protéine, et seraient fréquemment retrouvés lorsqu’une protéine,

sensible aux problèmes de repliement, est fusionnée à une protéine porteuse. Cette dernière

empêche les particules agrégées d’atteindre la masse critique de sédimentation.
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I.2/ Publication 2

Nominé Y., Ristriani T., Laurent C., Lefèvre J-F., Weiss E., Travé G. (2001) :

A strategy for optimising the monodispersity of fusion proteins: application to

purification of recombinant HPV 16 E6 oncoprotein.

Protein Engineering 14(4) 297-305

Dans la première publication, nous avions démontré que les préparations de MBP-E6 étaient

contaminées par une majorité de corps d’inclusion solubles. Nous avons donc élaboré une stratégie

basée sur différentes conditions d’expression et de purification à petites échelles pour améliorer la

qualité –principalement la monodispersité– de ces protéines de fusion. Pour cela, nous nous

sommes notamment aidés de mesures, sur un simple spectrofluorimètre, de diffusion statique de

lumière à un angle de 90°. L’une des étapes déterminantes a été de séparer les protéines de fusion

monomériques, des corps d’inclusion solubles. Ces protéines de fusion, de meilleure qualité,

coupées ensuite par une protéase spécifique, permettent d’obtenir une protéine E6 repliée,

monomérique et biologiquement active.

En parallèle, ces résultats nous ont conduits à concevoir un mutant de E6, appelé E6 6C/6S, pour

lequel les cystéines non impliquées dans la liaison aux ions zinc ont été mutées en sérines. Ce

mutant offre l’avantage, par rapport à la protéine sauvage, d’être plus stable dans le temps. La

protéine E6 a ainsi pu livrer ses premières mesures biophysiques.
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I.3/ Publication 3 (en cours de soumission)

Nominé Y., Charbonnier S., Ristriani T., Stier G., Masson M., Cavusoglu N.,

Van Dorsselaer A., Weiss E., Kieffer B., Travé G.

Domain substructure of HPV E6 oncoprotein:

Biophysical characterization of E6 C-terminal DNA-binding domain.

(Publication soumise à Biochemistry)

Les résultats décrits dans les deux publications précédentes nous ont permis d'accumuler de

nombreux échantillons stables, repliés et biologiquement actifs de l'oncoprotéine E6 de HPV16.

Parmi ceux stockés sur une période de plusieurs mois, une protéolyse non spécifique de la protéine

entière nous a permis, par spectrométrie de masse et séquençage protéique en N-terminal, d'isoler

deux fragments : un fragment N-terminal (résidus 7 à 83) et un fragment C-terminal (résidus 87 à

158). Ici, nous analysons en particulier le domaine C-terminal de E6 HPV16 qui, après clonage, sur-

expression et purification, a pu être amené à une concentration de l'ordre du milli-molaire. Tout

comme la protéine entière, ce domaine reconnaît également l'ADN cruciforme. Par ailleurs, en se

basant sur des résultats d'absorption et de fluorescence UV, ainsi que de dichroïsme circulaire, nous

montrons que ce peptide est replié et qu'il contient une proportion identique de structures

secondaires en hélice α et en feuillet β. Enfin, des mesures de diffusions translationnelles par RMN

nous permettent de conclure que ce fragment est monomérique, et ce même à des concentrations de

l'ordre du milli-molaire.

Cette publication est suivie d’un paragraphe montrant l’évolution de la qualité du domaine E6-C

4C/4S au cours des différentes purifications.
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ABSTRACT.

E6 is a viral oncoprotein implicated in cervical
cancers,  produced by high-risk human
papillomaviruses (HPVs). Structural data concerning
this protein are scarce due to the difficulty of
producing recombinant E6. Recently, we described
the expression and purification of a stable, folded and
biologically active HPV16 E6 mutant called E6 6C/6S.
Here, we analyzed the domain substructure of this
mutated E6. Non-specific proteolysis of full-length E6
6C/6S (158 residues) yielded N-terminal and C-
terminal fragments encompassing residues 7-83 and
87-158, respectively. The C-terminal fragment 87-158
was cloned, overexpressed and purified at
concentrations as high as 1 mM. The purified domain
retains the selective four-way DNA junction
recognition activity of full-length E6 protein. Using
UV absorption, UV fluorescence, circular dichroism
and nuclear magnetic resonance, we show that the
peptide is monomeric and folded with equal
proportions of αααα-helix and ββββ-sheet secondary
structure.

E6 is one of the two oncoproteins produced by "high-
risk" human papillomaviruses (HPVs) responsible for
cervical cancers (1). E6 is thought to promote
tumorigenesis by stimulating cellular degradation of the
tumour suppressor p53 via formation a trimeric complex
comprising E6, p53 and the cellular ubiquitination
enzyme E6AP (2, 3). However, recent findings suggest

that E6 displays other activities unrelated to p53.
These include recognition of a variety of other
cellular proteins : transcription co-activators
p300/CBP (4, 5) and ADA3 (6), transcription factors
c-Myc (7) and  IRF3 (8), replication protein hMCM7
(9), DNA repair proteins MGMT (10) and XRCC1
(11), protein kinases PKN (12) and Tyk2 (13), Rap-
GTPase activating protein E6TP1 (14), tumor
necrosis factor receptor TNF-R1 (15), apoptotic
protein Bak (16), clathrin-adaptor complex AP-1
(17), focal adhesion component paxillin (18, 19),
calcium-binding proteins E6BP (20) and fibulin-1
(21), and several members of the PDZ protein family
such as hDLG (22), hScrib (23), MAGI-1 (24) and
MUPP1 (25). In addition, E6 activates or represses
several cellular or viral transcription promotors (8,
26, 27, 28 ). In particular, E6 induces transcriptional
activation of the gene encoding the retrotranscriptase
of human telomerase (29-31). Finally, we have
recently demonstrated that E6 is a DNA-binding
protein which recognizes four-way DNA junctions
(32, 33). In contrast to the large amount of functional
data, there are very few biophysical and structural
studies concerning E6 due to the difficulty of
expressing and purifying this protein -or its domains-
in a stable folded form. Most efforts have focussed on
E6 from HPV16 since this is the highest-risk HPV
strain for cervical cancers. Two HPV16 E6
polypeptides are thought to be produced in vivo
depending on which methionine is used as a start
codon : a 158-residue form and a 151-residue form
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(34) (here, we will use the 158-residue numbering).
Sequence alignements of E6s from numerous HPV
subtypes suggested the presence of two zinc-binding
motifs (35). Both motifs are 37 residues-long and contain
four cysteines distributed as follows : CxxC-(29x)-CxxC.
Zinc binding to these motifs was experimentally
demonstrated by zinc-blotting assays (35-38), site-
directed mutagenesis (39) and atomic and electronic
absorbtion methods (40). On this basis, several authors
(41-43) divide E6 sequence into five “ regions ”: N-
terminal loop (residues 1-36), N-terminal zinc-binding
motif (residues 37-73), linker region (residues 74-110),
C-terminal zinc-binding motif (residues 110-146) and C-
terminal loop (residues 147-158). However, the
structural boundaries of the zinc-binding domains may
include additional residues provided by the N-terminal
and/or C-terminal regions flanking the 37-residue motifs.
Recently, we expressed and purified two fragments
containing respectively the N-terminal and the C-
terminal zinc-binding motifs of wild-type HPV16 E6
(33). Based on multiple sequence alignments, we
deliberately included 9 residues upstream of the first
cysteine and 5 residues downstream of the fourth
cysteine of each motif. The N-terminal and the C-
terminal fragments each contained 51 residues and
spanned residues 28-78 and 101-151, respectively. Both
constructs were produced as soluble fusions to the C-
terminus of Maltose-Binding Protein (MBP). The MBP-
ZD2 fusion containing the C-terminal zinc-binding motif
was monomeric and was shown to retain the DNA
recognition activity of full-length HPV16 E6 (33).
However, in that work, we did not attempt to separate the
ZD2 peptide from the MBP carrier. In another work,
Lipari et al. (40) produced an N-terminal fragment of
wild-type HPV16 E6 spanning residues 9-84. This
fragment was therefore 75 residues-long, and it included
28 residues upstream of the first cysteine and 9 residues
downstream of the fourth cysteine. The fragment was
expressed and purified in a soluble form which could be
raised at high concentrations. It was folded with a high 
content of α-helical and β-sheet secondary structures and
contained a single zinc ion (40). The same authors also
expressed and purified a longer construct which spanned
almost the entire sequence of wild-type HPV16 E6
(residues 9-149). This construct was also folded with α-
helical and β -sheet structure, but it displayed low
solubility (40). The authors concluded that the C-
terminal region (85-149), containing the second zinc-
binding motif, was probably unstable or insoluble and
contributed to the low solubility of full-length HPV 16
E6.
Recently, we described a stabilized mutant of HPV 16
E6 in which six non-conserved cysteines were changed
into serines (44, 45). This mutant, called E6 6C/6S, can
be purified as a stable, folded and biologically active
form (45). Here, we have investigated the domain
substructure of the E6 6C/6S mutant. Non-specific
proteolysis of the folded protein yielded two soluble
fragments of about 75 residues each which were

separated by chromatography and analyzed by N-
terminal sequencing and mass spectrometry. One of
these fragments corresponds to the N-terminal
domain already described for wild-type HPV16 E6
(40). More interestingly, the second fragment
corresponds to the complementary C-terminal half.
This C-terminal domain, derived from our E6 6C/6S
mutant, is soluble and monomeric at concentrations
as high as 1 mM. Circular dichroism and NMR data
show that the protein is properly folded and contains
a high content of α-helical and β-sheet secondary
structures.

EXPERIMENTAL PROCEDURES.

Expression, purification of E6 6C/6S, E6-C 4C/4S.
Full-length E6 6C/6S (158 residues) was expressed as a
fusion to the C-terminus of MBP and purified as described
previously (45 ). The MBP-E6-C 4C/4S construct
corresponds to residues 87-158 of E6 6C/6S fused to the C-
terminus of His6-MBP via a TEV protease-sensitive linker.
The sequence coding for E6-C 4C/4S was PCR-amplified
with appropriate oligomers and inserted into the NcoI/KpnI
sites of PETM-41, a modified pET24d expression vector
(Novagen) containing a N-terminal His6-MBP tag followed
by a TEV protease cleavage site. The sequence was
checked using Thermo Sequenase Cy5.5 dye terminator
cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech).
Sequences were run on a Seq4x4 Basecaller and processed
using ALFwin sequence analyser. BL21 DE3 E. Coli cells
freshly electroporated with the MBP-E6-C 4C/4S
expression construct were directly transfered in LB,
15ug/ml kanamycin, and grown overnight for 12-14 hrs at
37°C. The preculture was diluted 40-fold in fresh
LB/kanamycin and grown at 37°C until OD(600 nm) = 0.6-
0.7. Cells were harvested by centrifugation at 2,300 g and
25°C during 10 minutes, transferred to fresh medium pre-
equilibrated at 37°C and grown at 37°C until OD(600 nm)
= 0.6-0.7. The culture was then adjusted to 0.5 mM IPTG
and grown  for three more hours at 22 °C. Cells from 2 l of
either expression culture were harvested by centrifugation
at 2,300 g and 4°C during 20 minutes. To minimize
oxidation problems, all buffers used for purification were
degassed using a water vacuum pump then bubbled
extensively with argon. The pellet was resuspended in 150
ml of buffer A (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, DTT 2 mM,
pH 6.8) containing 5% glycerol, 1 µg/ml DNase I, 1 µg/ml
RNase I, and 3 tablets of anti-protease cocktail (EDTA-
free) (Boehringer-Mannheim). Cells were broken by
sonication on ice, then centrifuged at 18,000 g at 6°C for 30
minutes. The supernatant was filtered (Millipore 0.22 µm)
and loaded on a 80 ml column of amylose resin (New
England Biolabs) pre-equilibrated with buffer A. The
column was washed stepwise with 1 volume, 3 volumes
and 12 volumes of buffer A containing respectively 100%,
50%, and 12% of initial anti-protease concentration.
Remarkably, MBP-E6-C 4C/4S eluted as a relatively pure
form by leaking from the column in the late washing steps.
The protein was incubated 12-24 hrs at 6°C with an
appropriate concentration of recombinant TEV protease
(Stier G, unpublished results) until full separation of E6-C
4C/4S from the MBP tag was achieved. The TEV cleavage
site results in two additional residues (Gly-Ala) on the N-
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terminus of the construct, prior to the methionine. The
digestion product was concentrated to a 1 ml volume using a
10kDa-centriprep concentration device (Amicon) and applied
on a Hiload 16/60 superdex 75 gel-filtration column
(Amersham Biosciences) pre-equilibrated with buffer A. Pure
monomeric E6-C 4C/4S peptide eluted as a single peak at the
volume expected for a monomer according to the column's
calibration. Sample concentration was raised to 1-1.4 mM
using a 15ml Ultrafree Biomax 5K NMWL Membrane
(Millipore).

Mass and sequence analysis.
Mass measurements were carried out on a Bruker BIFLEX
IIITM Matrix-Assisted Laser Desorption Time-Of-Flight Mass
Spectrometer (Bremen, Germany) equipped with the
SCOUTTM. High Resolution Optics with X-Y multisample
probe and griddles reflector. This instrument was used at a
maximum accelerating potential of 19 kV and was operated in
linear mode. Ionization was accomplished with a 337 nm beam
from a nitrogen laser with a repetition rate of 3 Hz. The output
signal from the detector was digitized at a sampling rate of 2
GHz. The mass accuracy was approximately of 0.1%. A
saturated solution of α−cyano-4-hydroxycinnamic acid in
acetone was used as a matrix. A first layer of fine matrix
crystals was obtained by spreading and fast evaporation of 0.5
µl of matrix solution. On this fine layer of crystals, a droplet of
0.5 µl of aqueous HCOOH (5%) solution was deposited.
Afterwards, 0.5 µl of sample solution was added and a second
droplet 0.2 µl of matrix saturated solution (in 50% H2O / 50%
ACN) was added. The preparation was dried under vacuum.
The instrument was calibrated in the mass range 5000-20000
Da using a mixture of chicken cytochrome c and lysozyme
(Sigma). To perform a linear calibration in this mass range,
mono and bi-charged species at 6181 and 12361 m/z for
cytochrome c and 7153 and 14306 m/z for lysozyme were used
successively.
For N-terminal sequence analysis the peptides were separated
by SDS-gel and transferred onto a nitrocellulose membranes.
The bands were isolated and subjected to Edman degradation
method.

Spectroscopic measurements.
Fluorescence measurements were performed with a SPEX
Fluorolog-2 spectrofluorimeter (SPEX Industries, Inc., Edison,
NJ) equipped with a 450 Watt Xe lamp, a double grating
excitation monochromator and a single grating emission
monochromator. Data were acquired with a photon counting
photomultiplier (linear up to 107 counts/sec) with high voltages
fixed at 800 Volts. Slit widths were adjusted to avoid saturation
of detectors. 2 ml of solution was placed in a cuvette
maintained at 15°C in a thermostatted cuvette handler.
Emission spectra recordings were typically sampled at every
half-nanometer. In all experiments, slit widths were set to 1.8
nm both for excitation and emission. Ultraviolet absorption
measurements were performed with a Perkin Elmer l-2
spectrophotometer. Circular dichroism was performed using a
Jobin-Yvon spectropolarimeter. Secondary structure content
was estimated by the VARiable SELECtion method
(VARSELEC) (46).

Nuclear Magnetic Resonance experiments.
1H NMR measurements were obtained from a 1 mM sample of
E6-C 4C/4S in 20 mM deuterated Tris, pH 6.8, 50 mM NaCl, 1
mM DTT, 10% D2O. The 2D [1H,1H] NOESY spectrum was
recorded at 15 °C on a Bruker DRX-600 spectrometer with a
mixing time of 200 ms and a spectral width of 8 kHz in both

dimensions. The water signal was suppressed using the
WATERGATE sequence (47). 48 transients of 2K data
points were acquired per t1 value, with 512 t1 increments
and a relaxation delay of 2.25 s. Data were processed using
NMR-pipe (48) and analysed with XEASY (49).
The translational diffusion constants were measured on a
Bruker AMX-500 spectrometer equipped with a Z-gradient
5 mm probe using a modified version of the Longitudinal
Encoded Diffusion experiment (LED) (50, 51). The protein
signal decay was followed by recording 32 LED spectra
with a gradient length δ varying from 1 ms to 16 ms and
other constant delays set to the following values: τ=20 ms,
∆=50 ms. Square gradient pulses were applied with an
intensity of 0.28 T/m. This intensity was calibrated by
imaging a hole of known length in a Teflon phantom and
by measuring the diffusion of a water sample. An
additional check was performed by measuring the self-
diffusion coefficient of lysozyme and comparing it to
previously reported values (52). The measured value was
similar to the reported value with a deviation lower than
16%. Moreover, the value which could be extrapolated
from our curve for haemoglobin was also consistent with
the experimental value (53). FELIX 2.1 (Accelrys Inc.,
Burlington, MA) software was used to process the spectra
and to measure the peak height of ten well-resolved protein
resonances. The diffusion coefficients were obtained by
fitting the signal intensities with a three-parameter mono-
exponential decay using a simplex algorithm implemented
within the Matlab software (The Mathworks Inc., Natick,
MA). The expression of the exponential was:
R(x) = R∞ + R0 exp(-Dt x)  where x = γH2 Gz

2 δ2 (∆ – δ/3)
Errors on the diffusion coefficients were estimated by
calculating the standard devation of the ten diffusion values
obtained at each temperature.

Construction of the DNA probe for gel-
retardation assay.
A cruciform based upon the sequence of junction 1
originally described by Duckett et al. (54), was constructed
by hybridizing four oligonucleotides each of 30 nucleotides
referred to as b, h, r and x, respectively, one of which was
5'-[32P]-labelled. These were:
b-strand:5'-TCCGTCCTAGCAAGCCGCTGCTACCGGAAG-3'
h-strand:5'-CTTCCGGTAGCAGCGAGAGCGGTGGTTGAA-3'
r-strand:5'-TTCAACCACCGCTCTTCTCAACTGCAGTCT-3'
x-strand:5'-AGACTGCAGTTGAGAGCTTGCTAGGACGGA-3'

Gel retardation analysis.
Purified proteins were mixed with labelled DNA junction
in  25 mM Tris-HCl  pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM KCl,
1.5 mM MgCl2, 100 µg/ml genomic DNA and 5% glycerol
in a total volume of 10 µl. Samples were then incubated for
15 min on ice and electrophoresed in 6.5% polyacrylamide
gels (29:1 acryl:bisacryl) with 45 mM Tris-Borate in the
presence of 1 mM EDTA, at 10 V/cm and 8°C. Gels were
dried on Whatman 3M paper and analysed on a
phosphorimager (Amersham Pharmacia Biotech).
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RESULTS.

Non-specific proteolysis of E6 6C/6S yields
soluble fragments corresponding to the N-
terminal and C-terminal halves of E6 6C/6S.
We routinely purified samples of the E6 6C/6S mutant at
a final concentration of 5-10 µM (45). When stored at 4
°C in high-salt phosphate buffer (20 mM sodium
phosphate, pH 7.4, 500 mM NaCl) samples did not
undergo detectable proteolysis for several months.
However, when the purified protein was stored in high-
salt Tris buffer (20 mM Tris, pH 7.4, 500 mM NaCl)
instead of phosphate, the samples underwent non-
specific proteolysis, generating several soluble fragments
of about 8-10 kDa (Figure 1). Over five months of
storage, the full-size protein gradually disappeared to be
completely replaced by the fragments (Figure 1, lanes 1
to 4). At low salt conditions, the slowest-migrating
fragment (peptide 3) and a faster minor band (peptide 2)
bound to anion-exchange resin and could be eluted at
higher ionic strength (lane 6). The fastest-migrating band
(peptide 1) did not bind to resin and was thus recovered
in the flow-through of the low-salt incubation step (lane
7). The purified peptides were subjected to N-terminal
sequencing and Maldi-TOF mass spectrometry. The
results of this analysis are summarized in Table I.
Peptide 1, which did not bind to anion-exchange at low
salt, starts at alanine 7 and displayed an experimental
mass of 9251 ± 9 Da.  Peptides 2 and 3, which bound
resin at low salt and were eluted at high-salt, start both at
serine 87 and display experimental masses of 8011 ± 8
Da a n d  8637 ± 8 Da, respectively. Therefore, as
compared to the 158 residues of full-length E6 6C/6S,
peptide 1 corresponds to residues 7-83, peptide 2 to
residues 87–153, and peptide 3 to residues 87–158,
respectively. For each peptide, the theoretical mass
computed from sequence is in good agreement with the
experimental mass (Table 1). The calculated isoelectric
points of the peptides also fit with their behavior on
anion-exchange resin. Peptide 1 is neutral at pH 7.4 and
therefore it does not bind S-sepharose resin. By contrast,
peptides 2 and 3 are positively charged at pH 7.4 which
explains their strong binding to the resin.

Cloning, expression and purification of E6-C
4C/4S (residues 87-158 of E6 6C/6S).
The results presented above pointed to C-terminal
peptide 3 (residues 87-158 of E6 6C/6S) as an interesting
candidate for biophysical studies. Residues 87-158 were
fused to the C-terminus of Maltose Binding Protein
(MBP) via a linker sensitive to TEV protease. The
resulting MBP-fusion (called MBP-E6-C 4C/4S) was
overexpressed (Figure 2, lane 1), purified by affinity on
MBP-specific amylose resin (lanes 2-3), then subjected
to thrombin digestion yielding a 40 kDa protein
corresponding to MBP and an approximatively 10 kDa
protein corresponding to the E6-C 4C/4S domain (lane
4). E6-C 4C/4S was then separated from MBP and TEV
by gel-filtration (lane 5). E6-C 4C/4S was eluted as a

single peak which corresponded to a monomer
according to the column's calibration. This purified
E6-C 4C/4S sample was completely soluble and
could be concentrated up to 1 mM without
undergoing any detectable aggregation.
In parallel, we tried a similar approach with a shorter
construct, called MBP-ZD2, which consists of
residues 101-151 of wild-type HPV16 E6 fused to the
C-terminus of MBP (33). We have previously shown
that MBP-ZD2 retains the DNA-binding properties of
full-length E6 (33). The ZD2 construct includes the
C-terminal zinc-binding motif, but it lacks 14 N-
terminal residues (S87YSLYGTTLEQQYN100) when
compared to E6-C 4C/4S. In addition, ZD2
corresponds strictly to a fragment of the sequence of
wild-type HPV16 E6 whereas E6-C 4C/4S contains 4
mutations of non-conserved cysteines into serines.
However, when ZD2 was separated from the MBP
carrier by thrombin digestion, it became prone to
non-specific proteolysis and could not be purified
further (data not shown).

E6-C 4C/4S retains monomeric binding to
four-way DNA junction.
We have previously demonstrated that E6 is a DNA-
binding protein which recognizes four-way junctions
(32), and that this activity is localized in the C-
terminus of the protein (33). The purified E6-C
4C/4S sample retains this activity as shown by gel-
retardation assay (Figure 3, lanes 5 to 8). In our
previous work, we have shown that only one
monomer of E6 6C/6S can bind to the junction (32).
Interestingly, E6-C 4C/4S generated only one
retardation band even at the highest concentration
tested (lane 8). In addition, this band migrated faster
than the band generated by E6 6C/6S (lanes 2 to 4).
This strongly suggests that the E6-C 4C/4S domain
binds to the junction only as a monomer, as observed
for full-length E6 6C/6S.

Biophysical characterization of E6-C 4C/4S.
To check the purity and quality of the E6-C 4C/4S
preparation, the sample was first subjected to UV
absorption measurements (Figure 4A). This spectrum
has a particular shape due to the aromatic residues of
E6-C 4C/4S: 3 tyrosines (absorption maximum 274
nm) and 1 tryptophan (absorption maximum 280 nm).
The CD (Circular dichroism) spectrum spanning the
far-UV region is characteristic of a folded protein
with defined secondary structure elements (Figure
4B). Based on that spectrum, back-calculations of the
secondary structure content of E6-C 4C/4S give a
proportion of 22±1% of α-helix,  22±3% of
antiparallel β-sheet, 3±1% of parallel β-sheet and
19±2%  of turn. The fluorescence spectrum (Figure
4C) was recorded at an excitation wavelength of 280
nm. The maximum of intrinsic fluorescence was
found at 331 nm, which is shifted to lower
wavelength as compared to the normal maximum
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emission of tryptophan in water (about 350 nm). This
indicates that the single tryptophan of E6-C 4C/4S is
buried inside the protein in an hydrophobic environment,
suggesting that the protein is folded. Finally, the protein
was subjected to NOESY NMR measurements  (Figure
5). Spectral dispersion in both amide and aliphatic region
confirms that the protein is folded. The occurrence of
numerous HN-HN NOESY cross-peaks indicates the
presence of α -helical regions, whereas several Hα
resonances with chemical shifts greater than 4.8 ppm are
indicative of β-sheet structure. However, a detailed
analysis of the spectra shows a large heterogeneity in
peak line width along the sequence, spanning from 16 to
47 Hz. This suggests the occurrence of intermediate µs-
ms time-scale motions within the domain. Alternatively,
heterogeneous line broadening could be due to protein-
protein interactions leading to formation of dimers or
oligomers of higher order.

The E6-C 4C/4S domain diffuses as a monomer
at 1 mM concentration.
To check whether heterogeneous line broadening
originated from oligomerization, the diffusion properties
of the domain were investigated at 1mM concentration
by NMR. Pulsed field gradient LED experiments were
used to measure the translational diffusion coefficient
(Dt) of E6-C 4C/4S for temperatures ranging from 15 °C
to 50 °C. Figure 6A shows the Dt values plotted as a
function of the temperature to viscosity ratio (T/η). The
observed linear relationship between Dt and T/η reflects
the accuracy of the diffusion measurement and indicates
that the shape and the oligomeric state of the protein was
conserved over this range of temperatures. For
temperatures above 50 °C, the accuracy of the diffusion
measurements was diminished by convection. In order to
determine the oligomeric state of E6-C 4C/4S, we
compared normalized Dt values (20°C in water)
measured for proteins with sizes ranging from 1100 Da
(a peptidic siderophore) to 14500 Da (lysozyme) (Figure
6B). For a given molecular weight, the normalized Dt

values depend on the mass and the shape of the proteins.
The comparison of normalized Dt values indicates that
E6-C 4C/4S behaves as a monomeric protein and that its
hydrodynamic shape does not differ significantly from
the spherical model. Therefore, heterogeneous line
broadening cannot due to oligomerization but rather to
the occurrence of particular motions in the monomeric
domain.

DISCUSSION.

In the present work, we have analyzed the domain
substructure of a E6 6C/6S, a stabilized mutant of HPV
16 E6. Non-specific proteolysis of the protein generated
three soluble peptidic fragments which span almost the
entire sequence of E6 (Table 1).  One fragment spans the

N-terminal half (residues 7-83) and includes the first
cluster of conserved cysteines known to bind zinc
(36, 37, 39, 40) (positions 37, 40, 70, 73). The two
other fragments span the C-terminal half (residues
87-153 and 87-158) and include the second zinc-
binding motif (positions 110, 113, 143, 146).
Proteolysis was extremely selective and attacked only
a few positions on the protein sequence, i.e. peptide
bonds 6-7, 83-84, 86-87 and 153-154. Under limiting
conditions, proteases are known to operate
preferentially on interdomain linkers as well as N-
terminal and C-terminal unstructured regions (55).
Our results therefore suggest that E6 6C/6S consists
mainly of two folded zinc-binding domains
corresponding to residues 7-83 and 87-153,
connected by a three-residue linker (residues 83-86)
and flanked by an N-terminal loop (residues1-6) and
a C-terminal loop (residues 154-158). This result
confirms the recent work by Lipari et al. (40) which
also suggested a two-domain substructure for E6
proteins. Therefore, the familiar division of E6
sequence into five "regions" (41-43) is probably
inaccurate in terms of 3-dimensional structure.
Remarkably, the circular dichroism spectrum of E6-C
4C/4S domain is very similar to that previously
obtained for the E6-N domain (40) and back-
calculations from both spectra give comparable
estimates of secondary structure content for both
domains. This supports previous suggestions, based
on sequence alignements, that the two domains have
a similar fold and originate from duplication of a
common structural ancestor  (35).
E6 proteins and E6 domains have long resisted
expression and purification attempts. One of the
reasons for this might be their anomalously high
cysteine content (45, 56). We have observed that
whenever E6 and E6 fragments are handled without
extreme control of redox conditions, aggregation and
precipitation systematically occur. It is this
particularity of E6 proteins which led us to design the
E6 6C/6S mutant, in which six non-conserved
cysteine residues were changed into serines (45). The
present E6-C 4C/4S construct is derived from E6
6C/6S mutant and therefore contains only four
cysteines instead of the eight cysteines present in the
corresponding region of wild-type E6. The four
remaining cysteines of E6-C 4C/4S are all implicated
in zinc binding, which should reduce their ability to
form disulfide bridges. Despite this fact the
purification of E6-C 4C/4S again required particular
care against oxidation, as indicated in the
Experimental Procedures. In this regard, it is also
interesting to compare our results with the work of
Lipari et al. (40). By analyzing the proteolysis
products of a “minimal core construct” of wild-type
HPV16 E6, the authors obtained only one stable
peptide corresponding to residues 9-84. This peptide
(called E6-N) is nearly identical to our N-terminal
peptide 1 (residues 7-83 of E6 6C/6S). In their report,
Lipari et al. mentioned their failure to detect a
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complementary C-terminal peptide, which should have
been situated between residues 85-150. The authors
deduced that the C-terminal half of E6 was "unstable or
insoluble" and contributed to the instability and
insolubility of full-length E6. By contrast, our C-terminal
E6-C 4C/4S construct (residues 87-158) is folded and
highly soluble. It therefore appears that the four
cysteine/serine mutations present  in our E6-C 4C/4S
construct have dramatically improved the biochemical
stability, probably by decreasing the cys-bonding
reactivity of the domain. In fact, the better results
obtained by Lipari et al. for the E6-N domain compared
to the E6-C domain may also be explained by differences
in cys-bonding reactivity. Six cysteine residues are
present in wild-type HPV 16 E6-N compared to eight in
E6-C. If we take into account the four zinc-binding
cysteines of each domain, we are left with two free
cysteines in E6-N against four free cysteines in E6-C.
Therefore, two molecules of wild-type E6-N can in
principle establish four distinct intermolecular cys-cys
bonds, whereas two molecules of wild-type E6-C can
form sixteen distinct intermolecular cys-cys bonds,
thereby increasing the possibility of oligomerization
leading to precipitation. It is also possible that one or
several cysteines in E6-C display anomalously high cys-
bonding reactivity promoted by a particular chemical
environment in the folded domain.
Our NMR diffusion data show that E6-C 4C/4S remains
monomeric up to NMR concentrations (1 mM). Lipari et
al. (40) also have found that the “minimal core”  of wild-
type HPV16 (residues  9-149) as well as the E6-N
domain ( residues 9-84) were monomeric at
physiological  concentrations (i.e., 1-10 uM). In contrast,
older works often suggested that E6 proteins form dimers
or oligomers of higher order (57, 58). Considering the
sensitivity of E6 proteins to oxidation, we think that
reported E6 dimers or oligomers were probably
associated via cysteine bonds, and that this was a
purification artefact. We have recently studied by
immunogold electron microscopy the intracellular
localisation of wild-type HPV-16 E6 protein in HPV-
positive cervical carcinoma cells (Masson et al.,
submitted to publication). E6 is predominantly found in
the nucleus but a fraction of the protein is also found in
cytoplasm. These two compartments are reducing
environments which cannot promote E6 oligomerization
via cysteine bond formation.
E6-C 4C/4S domain appears as the minimal autonomous
folding unit retaining the DNA-junction recognition
activity of full-length E6. In a previous paper, we
demonstrated that this activity was also retained by the
MBP-ZD2 construct (33). The ZD2 fragment also
includes the C-terminal zinc-binding motif but it lacks 14
N-terminal residues (S87YSLYGTTLEQQYN100) as
compared to E6-C 4C/4S. In contrast to E6-C 4C/4S, the
ZD2 construct binds DNA only in the presence of the
MBP carrier, and ZD2 is not stable after proteolytic
separation from MBP. Therefore, the S87-N100 region is
not necessary for DNA-binding but it must contain
secondary structure elements essential for the folding

and/or stability of the domain. E6-C 4C/4S and ZD2
also differ in their DNA-binding stoichiometry.  The
natural stoichiometry of full-length E6/DNA
complexes is 1:1 (32). We have shown here that E6-C
4C/4S also binds junctions as a single monomer
consistent with the behavior of full-length E6. In
contrast, two monomers of MBP-ZD2 bind to one
junction on independent and equivalent sites (33).
Thus, when one monomer of E6 4C/4S is bound to
DNA, a second interaction site should be available on
the junction for addition of a second monomer.
However, access to this site is probably masked
because of steric hindrance by the S87-N100 region.
This situation of indirect steric hindrance has already
been raised to interpret monomeric binding of HMG
box proteins to four-way junctions (59).
Our NMR data have also indicated slow motions
(nano- to millisecond time scale) within localized
regions of the monomeric domain. The occurrence  of
such motions has been reported  for several DNA-
binding proteins (60-62). New NMR approaches have
recently been developped for detailed investigation of
protein motions (63). It will be interesting to apply
such methods to analyze the dynamic behavior of E6
and E6 domains, and to study the possible biological
relevance of these motions. More generally, the
present data constitute a definitive step towards
obtaining structural information on papillomavirus
E6 protein. We have delimited the C-terminal domain
of E6 and have produced samples allowing
biophysical analysis by a variety of methods
including NMR. Completion of the solution structure
of the E6-C 4C/4S domain will provide precious
information on the molecular basis of E6 activities.
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TABLE.

Table 1. Characteristics of the three
proteolytic peptides : binding to S-sepharose resin
at pH 7.4 and low salt, N-terminal peptidic sequence,
molecular weight obtained by mass spectrometry,
sequence deduced from experimental data, theoretical
mass re-calculated from sequence, and Isoelectric
Point re-calculated from sequence.

Peptide 1 Peptide 2 Peptide 3

S-seph. Binding not bound bound bound

N-term seq. AMFQDPQE SYSLYGTT SYSLYGTT

Exp. Mass 9251 ± 9 Da 8011 ± 8 Da 8637 ± 8 Da

Sequences 7AMFQDP-----SKISEY83 87SYSLYG-----RSSRTR153 87SYSLYG-----RRETQL158

Calc. Mass 9242.7 Da 8002.2 Da 8629.9 Da

Calc. p.I. 7.04 10.8 10.8

FIGURES LEGENDS.

Figure 1. Non-specific proteolysis of E6 6C/6S yields
soluble fragments separable by ion-exchange
chromatography. A/ Time-dependent proteolysis of E6
6C/6S in Tris buffer. E6 6C/6S was purified as
previously described (45) but was kept in Tris buffer, pH
7.4, instead of phosphate buffer. SDS gel analysis of
samples after 1 day, 9 days, 1 month and five months of
storage at 4°C (lanes 1 to 4, respectively).  B/ Fragment
separation. Soluble fraction from E6 6C/6S stored 5
months in Tris buffer was diluted into low-salt Tris
buffer (20 mM NaCl) then allowed to incubate with S-
sepharose anion-exchange resin (Amersham
Biosciences) overnight. The resin was washed three
times with low salt buffer then incubated with high-salt
Tris buffer (750 mM NaCl) to allow elution of the bound
protein. Lane 5 : total protein before incubation with
resin, lane 6 : high-salt eluate containing peptides 2 and 3
which did bind to resin at low salt conditions; lane 7 :
flow-through containing peptide 1 which did not bind to
resin at low salt conditions.

Figure 2 : Expression and purification of E6-C 4C/4S
domain. Pellets of XL1 Blue bacteria expressing the
MBP-E6-C 4C/4S (lane 1) construct were sonicated then
ultracentrifugated. The cleared supernatant (lane 2) was
loaded on amylose column. Pure MBP-E6-C 4C/4S

fusion leaked from column in the late washing steps
(lane 3). Thrombin incubation led to the proteolytic
separation of the MBP moiety and the E6-C 4C/4S
moiety (lane 4). Digestion products were
concentrated and separated by gel-filtration. Fractions
containing E6-C 4C/4S were pooled and concentrated
to 50 µM (lane 5).

Figure 3. Optical characteristics of E6-C 4C/4S
domain. (A) UV-absorption spectrum (10 µM). (B)
Circular dichroism spectrum (10  µM). (C) UV-
fluorescence emission spectrum (excitation
wavelength at 280 nm) (0.5 µM).

Figure 4. Binding of pure E6-C 4C/4S domain to
four-way DNA junctions. 1nM of radioactively
[32P]-labelled junction 1 (Duckett et al., 1988) with
four arms of 12 base pairs each, was incubated with
increasing concentrations of either pure E6 6C/6S or
pure E6-C 4C/4S in presence of 100 µg/ml genomic
DNA and 1 mM magnesium ions. The mixtures were
electrophoresed in the presence of 1 mM EDTA, then
analysed by phosphorimaging. Lanes 1 to 8: 1 nM
cruciform DNA was incubated with 0, 80, 125 and
250 nM of E6 6C/6S (lanes 1 to 4, respectively) and
with 125, 250, 500, 1000 and 0 nM of E6-C 4C/4S
(lanes 5 to 9, respectively). The labelled junction is
schematized as a square cross, the E6-C 4C/4S
domain as a single sphere, and full-length E6 6C/6S
as a pair of spheres (representing the two domains).
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Figure 5. 2D-NOESY spectrum of E6-C 4C/4S.
Amide-aliphatic region of a 600 MHz NOESY spectrum
recorded on a 1 mM sample of E6-C 4C/4S at pH 6.8 and
15°C. The line width of four NOE cross-peaks are
indicated to illustrate the heterogeneous relaxation
behavior along the sequence.

Figure 6. Diffusion of E6-C 4C/4S as measured using
NMR Pulsed Field Gradients. A/.Temperature
dependance of the diffusion coefficients of E6-C 4C/4S
from 5°C to 40°C. The linear fit of the data points is
shown by a solid line and the correlation coefficient of
the fit is 0.996. B/.Comparison of normalized Dt values
(20°C in water) measured for proteins of various sizes.
The theoretical mass dependent diffusion value of a

sphere is shown by a solid line using the measured
lysosyme diffusion coefficient as a reference for a
monomeric protein. The dotted line corresponds to
diffusion coefficients that would be obtained for
dimers. Circles and triangles indicate respectively
values deduced from our experiments (unpublished
results) and values published by other groups. The
peptides shown on the figure are: 1/ G4R4 (1100 Da),
2/ conotoxin MVIIA (2646 Da), 3/ PMPD2 (3750
Da), 4/ E6-C 4C/4S (8630 Da), 5/ Lysosyme (14500
Da), 6/ Lysosyme (measured by  Haner et al. (52)), 7/
Human hemoglobin (65500 Da) (measured by
Everhart et al. (53)).



9
 
d
a
y
s

1
 
d
a
y

1
 
m
o
n
t
h

5
 
m
o
n
t
h
s

20

14

42
30

l
o
a
d
e
d

b
o
u
n
d
 
(
p
e
p
 
2
+
3
)

f
l
o
w
-
t
h
r
o
u
g
h

(
p
e
p
 
1
)

1	 2    3	  4	 	 5    6    7

20

14

42
30

________ RÉSULTATS, DISCUSSIONS                          Caractérisation biophysique de E6 et de ses domaines

129

Figure 1



1    2    3     4    5

E6-C 4C/4S

MBP

MBP-E6-C 4C/4S

20

42

14

30

67

B
a
c
t
.
 
P
e
l
l
e
t

C
l
e
a
r
 
l
y
s
a
t
e

A
m
y
l
o
s
e
 
l
a
t
e
 
w
a
s
h

T
E
V
 
D
i
g
e
s
t

C
o
n
c
.
 
g
e
l
-
f
i
l
t
r
a
t
e

________ RÉSULTATS, DISCUSSIONS                          Caractérisation biophysique de E6 et de ses domaines

130

Figure 2



W
av

el
en

gt
h 

(n
m

)

Intensity *10-4

A
/

B/

C
/

W
av

el
en

gt
h 

(n
m

)

Optical Density

0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

24
0

26
0

28
0

30
0

W
av

el
en

gt
h 

(n
m

)

[θ] (102 deg.cm2 /dmol)

-8
.0

-4
.00.
0

4.
0

8.
0

21
0

23
0

25
0

19
0

0.
0

4.
0

8.
0

12
.0

16
.0

30
0

32
0

34
0

36
0

38
0

40
0

________ RÉSULTATS, DISCUSSIONS                          Caractérisation biophysique de E6 et de ses domaines

131

Figure 3



 1  2   3   4   5   6   7  8   9

+ E6 6C/6S + E6-C 4C/4S

________ RÉSULTATS, DISCUSSIONS                          Caractérisation biophysique de E6 et de ses domaines

132

Figure 4



6.0

7.0

8.0

9.0

10.0

6.07.08.09.010.0

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

35 Hz

16 Hz

16 Hz

47 Hz

________ RÉSULTATS, DISCUSSIONS                          Caractérisation biophysique de E6 et de ses domaines

133

Figure 5



0.0

1.0

2.0

4.03.02.0

Di
ff

us
io

n 
co

ef
fic

ie
nt

s 
(*

10
-1

0 )

0,5

1,5

2,5

1 10 100

(5°C)

(35°C)

(25°C)

(15°C)

Dimeric
state

Monomeric
        state

E6-C 4C/4S

1

2

3

4

5

6

7

A/

B/

temperature / viscosity (*10+5)

Di
ff

us
io

n 
co

ef
fic

ie
nt

s 
(*

10
-1

0 )

mass (kDa)

________ RÉSULTATS, DISCUSSIONS                          Caractérisation biophysique de E6 et de ses domaines

134

Figure 6



_______ RESULTATS, DISCUSSIONS Caractérisation biophysique de E6 et de ses domaines

_____________________________________________________
135

Evolution de la qualité du domaine E6-C 4C/4S en fonction des purifications

L’amélioration de la qualité du domaine C-terminal de E6 nous a permis de produire le domaine C-

terminal de E6n sous une forme soluble et monomérique jusqu’à une concentration de 1 mM. La figure

33 montre l’évolution de la qualité de la protéine suivie par RMN (A/) et par DC (B/). L'éclatement

des raies observé sur le spectre RMN (courbe rouge dans A/), en particulier entre 6 et 10,5 ppm et au-

delà de 0 ppm, dénote bien le caractère replié du domaine. Quant aux spectres de dichroïsme

circulaire, la comparaison aux courbes de références de Greenfield (Fig. 14) indique clairement une

augmentation significative du pourcentage d'hélice α entre les échantillons 2 et 3, ou 2 et 1, alors

même que ces trois échantillons étaient monodisperses d’après le rapport d’agrégation mesuré au

fluorimètre. Hormis le type de colonnes utilisées (gel filtration ou résine échangeuse d’ions), la seule

différence entre ces 3 échantillons réside dans l'attention encore plus grande portée à diminuer les

conditions d'oxydation et les conséquences des protéases. On constate également sur ces spectres que

les échantillons mesurés à 45°C contiennent un pourcentage de conformation aléatoire plus élevé que

ceux à 15°C.
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Fig. 33 : comparaisons par RMN et DC de spectres du domaine E6-C 4C/4S .
A/  Progression de la qualité du repliement de la protéine, suivie par RMN, entre un premier échantillon produit 
en 1998 contenant le domaine déplié (courbe bleue) et l'échantillon obtenu en 2001 à partir duquel nous avons 
calculé la structure (courbe rouge). B/ Evolution du pourcentage de structures secondaires suivie par DC pour 
différents lots de protéines (la température d'acquisition est indiquée entre parenthèses). Échantillon 1 : gel-

filtration (décembre 2000) ; échantillon 2 : gel-filtration (octobre 2000) ; échantillon 3 : colonne SP-Sépharose 
FF (octobre 2000). L'échantillon 1 est celui qui a été utilisé pour enregistré les spectres RMN homonucléaires.

A/

B/
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PARTIE II

Etude structurale par RMN du domaine C-terminal de E6 HPV16

Les résultats de cette partie sont présentés dans :

� Publication 4 : Assignment and secondary structure of the C-terminal domain of HPV16 E6

oncoprotein. Nominé Y., Charbonnier S., Kieffer B., Travé G. (Publication soumise à

Journal of Biomolecular NMR).

� un chapitre sur le calcul par RMN de la structure du domaine C-terminal de E6.
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II.2/ Publication 4 (en cours de soumission)

Nominé Y., Charbonnier S., Kieffer B., Travé G. :
1H, 15N resonances assignment and secondary structure

of the C-terminal domain of human papillomavirus 16 oncoprotein E6.

Publication soumise à Journal of Biomolecular NMR.

L’obtention précédemment décrite du domaine C-terminal de E6, sous une forme repliée,

monomérique, stable et à une concentration de l’ordre du milli-molaire, nous a permis d’entamer son

étude structurale par RMN 2D. Cependant, en raison du recouvrement d’un trop grand nombre de pics,

l’attribution complète des protons de la molécule n’a été rendu possible qu’avec l’utilisation conjuguée

d’un échantillon marqué à l’azote 15 et de la RMN 3D. Cette publication présente quelques-unes des

étapes déterminantes pour cette attribution, en particulier la reconnaissance sur les spectres des deux

histidines de la protéine grâce une HMQC à faible constante de couplage.

Une version papier de la table d’attribution se situe en annexe de ce manuscrit.
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1H, 15N resonances assignment and secondary structure
of the C-terminal domain of human papillomavirus 16 oncoprotein E6.
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Biological context
E6 is one of two oncoproteins produced by "high-
risk" human papillomaviruses (HPVs) responsible
for cervical cancers (zur Hausen, 1991). This
protein promotes tumorigenesis by stimulating
cellular degradation of the tumour suppressor p53
via formation a trimeric complex comprising E6,
p53 and the cellular ubiquitination enzyme E6AP
(Scheffner et al., 1993). Two forms of HPV16 E6
are produces in vivo, 158 and 151 residues-length,
depending on which methionine is used as a start
codon (Androphy et al., 1987). Although the first
E6-encoding DNA sequences was described in
1985 (Schwarz et al., 1985), no structural data are
available for the wild-type E6 protein. Sequence
alignments of E6s from numerous HPV subtypes
suggested the presence of two zinc-binding motifs
(Cole & Danos, 1987). Recently, we designed and
produced a stable, folded and monomeric form of
the C-terminal domain of HPV 16 E6, called E6-C
4C/4S, in which 4 cysteines not implicated in zinc
binding are mutated into serines (Nominé et al.
paper submitted). This domain encompasses
residues 87 - 158 of the longest transcript of full-
length protein and allowed us to define residues
involved in the interaction with p53 (Ristriani et al.
in press). Furthermore, we have shown that this
domain of E6 interacts specifically with a
cruciform DNA (Ristriani et al., 2001).
Here we present the nearly complete 1H and 15N
resonance assignments for the C-terminal domain
of E6-C 4C/4S from HPV 16 and its secondary
structure.

Methods and experiments
We produced unlabelled and uniformly 15N-labelled
samples of E6-C 4C/4S by growing E. coli in LB or
M9 mimimal media, respectively. Details of the
expression and purification will be published
elsewhere. Sample containing 1 mM E6-C 4C/4S
was dissolved in 20 mM deuterated Tris at pH 7.0 in
H2O/D2O (9:1).
All heteronuclear experiments were recorded at 288
K on a Bruker DRX500 spectrometer equipped with
a z-gradient triple resonance probe. Homonuclear
proton spectra were acquired at 278, 288 and 298 K
on a Bruker DRX600 spectrometer. 2D and 3D data
were processed using UXNMR (Bruker Inc.) and
NMRPipe (Delaglio et al., 1995) respectively.
Spectra were assigned manually and peaks
integration was performed using XEASY software
(Bartels et al., 1995). Dihedral φ  angles were
obtained from 3JNH-Hα coupling constants measured
in a HNHA spectrum (Vuister & Bax, 1993). The
both samples allowed us to obtained complete full
assignment of the proton and nitrogen frequencies
(Figure 1).
The nitrogen resonance assignments of the His125
ring and subsequently its protonation state was
determined using a long range HMQC spectrum
(Pelton et al., 1993) in which the nitrogen spectral
width was set to 200 ppm.
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Extent of assignment and data deposition
Backbone resonances (1HN, 15N and 1Hα) have been
assigned for all but the first two residues of the
protein and the nitrogen frequencies of Thr93 and
Arg153. Complete but non-stereospecific
assignments were obtained for side-chains protons.
The resonance assignments for Asn134 (Hα: 4.28;
Hβ: 1.83 & -0.30; Hδ  : 5.75 & 3.86  and Nδ :
107.0) were particulary striking being far from
random coil values. The reason for these effects re
not yet clear. Analysis of short-range contacts,
torsion angles and chemical shifts allows to
identified two helices encompassing residues 95-
101, 120-129 and a β-stranded encompassing
residues 88-90, 132-135 and 138-140 (Figure 2).
The percentages of α-helical and β-sheet content
are consistent with estimations obtained by circular
dichroism, 22±1% and  22±3%, respectively
(Nomine et al. paper submitted). Characterization
of the backbone mobility of the E6-C 4C/4S
domain showed a strongly heterogeneous dynamic
behaviour which may explain the difficulties
reached to obtain the tridimensional structure. In
particular, in the vicinity of the first stretch of the
zinc-liganding cysteines residues are subjected
either to high-frequency motions (D105, L106,
C110 and C113) or to proton and nitrogen line
broadening (L107, I108 and I111). The 1H and 15N
chemicals shifts have been deposited in the
BioMagResBank (http://www.bmrb.wisc.edu)
under accession number AAAA.
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Figure 1. Representative 2D [1H,15N]-HSQC spectrum recorded at pH 6.8, 288 K and 500 MHz on 15N-
labelled E6-C 4C/4S.. Cross peaks are marked by residue number, according to the numbering of full-length
HPV16 E6 (158-residue form). Side chain NH2 resonances of Asn and Gln residues are connected by horizontal
bars, excepted for Asn134, for which only one proton appears in this spectrum.

Figure 2. Sequence of E6-C 4C/4S with a summary of short-range (| i-j | ≤ 4) NOEs, 3JHNHαααα coupling
constants, secondary chemical shifts, and R2 values. Residue numbering is that of full-length HPV16 E6
sequence (158-residue form). Residues 84-86 (GAM) result from cloning and TEV proteolysis and do not
appear in the wild-type sequence. The presence of a NOE cross peak is indicated by a line connecting the two
residues. The thickness of the line is proportional to the intensity of the NOE. 3JHNHα coupling constants < 6.5
Hz and > 7.5 Hz are indicated by closed and open squares, respectively. Shift(α) represents the difference
between Hα chemical shifts values and values extracted from the database of Merutka (Merutka et al., 1995) for
each amino acid: differences > 0.2 ppm and < -0.2 ppm are indicated by a closed square below and above the
line, respectively. In the dynamics line, R2 values that deviate significantly from the trimmed mean value of 12
s-1 are indicated by black (R2 > 13 s-1) and white (R2 < 11 s-1) circles. Crosses indicate residues for which no
data could not be obtained (overlapping or unobserved peaks).



6.007.008.009.0010.00

105.0

110.0

115.0

120.0

125.0

130.0

R142 W139ε1
R136

L158

L107

I108

I135

N134

I111

C143

M144

S118

S104

L117

E155

E121
R138

R148D105
R124

R154 K115

M-1

Y90

R151
Q157C146

C110
W139HN

N112

D127

R131

L106L95

R109Q130

S145

H133

E120

L91 Q123
Q98

Y88

K122
N100

K101
H125

L126

Q97

T94
F132

K128

S89

S87

T156 Y99

Q114S147

C113

E96

K129

N112

Q123

L103

T140

G141

G137

G92

Q157

Q114

Q97

Q98

Q130

N100

T152

T93

N134

S150

Figure 1

________ RÉSULTATS, DISCUSSIONS                                    Etude structurale par RMN de E6-C 4C/4S

143



135 140 145 150

nn(i+1)

αn(i+1)

βn(i+1)

nn(i+2)

αn(i+2)

βn(i+2)

αn(i+3)

nn(i+3)

αn(i+4)

nn(i+4)

αb(i+3)

SRSCSMRGTWRGRINHFQ R C RS

 Jhn-hα

Shift (α)

LERRT QT
155

 Jhn-hα

nn(i+1)

αn(i+1)

βn(i+1)

nn(i+2)

βn(i+2)

αn(i+3)

nn(i+3)

αn(i+4)

nn(i+4)

αb(i+3)

120 125

αn(i+2)

A M KQCNICS ILLDSLPKNYQELTTGYLSY Q R SLP P E E KKDLHRQK
85 90 95 100 105 110 115

G

Shift (α)

dynamic

SRSCSMRGTWRGRINHFQ R C RS LERRT QT

dynamic

A M KQCNICS ILLDSLPKNYQELTTGYLSY Q R SLP P E E KKDLHRQKG

130

Figure 2

________ RÉSULTATS, DISCUSSIONS                                    Etude structurale par RMN de E6-C 4C/4S

144



______ RESULTATS, DISCUSSIONS Etude structurale par RMN de E6-C 4C/4S

_____________________________________________________
145

II.2/ Calculs de la structure du domaine C-terminal de E6 HPV 16

Nominé Y., Kieffer B., Travé G.

Avertissement : je précise que ce chapitre présente uniquement la méthode d’obtention de la

structure tri-dimensionnelle du domaine C-terminal de E6, mais en aucun cas l’analyse de cette

structure. J’ai en effet finalisé ce travail quelques jours avant d’entamer la rédaction de ce

manuscrit.
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Qualité des modèles

Après la procédure d’affinement, les structures ont été sélectionnées sur la base de leur énergie

globale. Les structures ne répondant pas aux critères suivants ont été écartées : i/ pas de violations

de la géométrie définie par le champ de force, ii/ pas de violations de contraintes de distance

supérieures à 0,5Å, iii/ pas de violations d’angles dièdres excédant 10°. Ce tri a permis de retenir la

totalité des 20 structures calculées.

L’accord entre les modèles calculés et les données expérimentales de distance est décrit dans la

figure 34. En particulier, cette représentation met clairement en évidence l’arrangement anti-

parallèle des brins β compris entre les résidus 88-90 et 132-135. D’autre part, les nombreux contacts

observés entre les régions 106-113 et 140-144 correspondent aux proximités spatiales imposées par

la coordination du zinc.

La superposition des 10 structures affinées nous renseigne sur la précision du modèle (Fig. 35A).

Après superposition des atomes de la chaine carbonée principale des 10 meilleures structures, une

structure moyenne est générée sous Xplor, suivie d’une minimisation. L’écart-type entre les 10

modèles et cette structure moyenne dans la région 88-146 est de 1,2  ± 0,2 Å (Tableau 8). Les écart-

types par résidu calculés localement et globalement, ainsi que le nombre de contraintes par résidu

sont présentés dans la figure 36A. La courbe d’ajustement local (superposition sur une fenêtre de 5

résidus) indiquent que les éléments de structures secondaires sont bien définis, en particulier les

hélices et les deux derniers brins beta. Cependant, cette courbe met en évidence plusieurs régions de

la structure moins bien définies correspondant à des résidus présentant un faible nombre de contacts

expérimentaux. C’est le cas en particulier des deux régions de séquence à proximité du site de

coordination du zinc : la région 114 à 116 qui contient un résidu proline, ainsi que l’extrêmité C-

terminale. Cette observation est corrélée avec la position excentrée de ce site par rapport au cœur de

la structure. La variabilité de position de ce site se répercute sur la qualité de la superposition

globale.

L’analyse de la relaxation transversale des noyaux azote 15 le long de la séquence (Fig. 36B)

montre que plusieurs résidus sont affectés par des phénomènes d’échanges conformationnels lents.

Ces résidus sont localisés au sein du premier brin β, ainsi que sur la partie C-terminale de l’hélice

120-127. Ces résidus sont proches dans la structure tri-dimensionnelle (Fig. 35B) et sont sans doute

sensibles à un équilibre conformationnel localisé dont la nature reste à déterminer.
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Rmsd moyen entre les 10 structures et la moyenne (atomes
autres que les protons dans la chaine carbonée principale).

résidus 96-101 (hélice α1) 0,37 ± 0,09

résidus 120-128 (hélice α2) 0,33 ± 0,06

résidus 88-90, 132-140 (feuillet β) 0,48 ± 0,09

résidus 110-113, 143-146 (site à zinc) 1,0   ± 0,4

résidus 88-146 1,2   ± 0,2

Rmsd par rapport à la géométrie idéale

NOEs (Å) 0,038 ± 0,007

Contraintes dièdres (deg) 2 ± 1

Liaisons covalentes (Å) 0,0048 ± 0,0009

Angles (deg) 0,8 ± 0,1

Impropres (deg) 0,7 ± 0,2

Energies (kcal.mol-1)

Etor 180 ± 20

ENOE 59 ± 13

ECDIH 10 ± 7

EVdW 52 ± 13

Eliaison 19 ± 3

Description de la structure

Le repliement de E6-C 4C/4S est organisé en trois courtes hélices α (α1 sur les résidus 96 à 99,  α2 sur

les résidus 103 à 106, et α3 sur 120 à 127) qui se plaquent du même côté d’un feuillet β constitué de

trois brins anti-parallèles (β1 sur les résidus 88 à 90, β2 sur 132 à 135 et β3 sur 138 à 140 avec un coude

de type II centré sur les résidus R136 et G137). Les 4 cystéines conservées se rassemblent pour former le

site de liaison au zinc, qui remarquablement occupe une position plutôt périphérique par rapport au

reste de la structure. Les deux cystéines C-terminales (C143 et C146) ont tendance à former un début

d'hélice  α. Les résidus au delà de l’Arg151 ne présentant aucun contact autre que des interactions entre

proches voisins, ne sont pas pris en compte dans ces calculs de structures. Le repliement laisse

Tableau 8 : Résumé de
l’analyse statistique des
structures calculées par
recuit simulé. Etor,,
ENOE, ECDIH, EVdW, Eliaison

et représentent les
énergies des angles de
torsion, des contraintes
NOE, des contraintes
des constantes de
couplage, des termes de
répulsion de Van der
Waals et des énergies de
liaison dans la fonction
du recuit simulé.
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apparaître un cœur hydrophobe constitué principalement des acides aminés Leu90, Leu103, Ile108,

Leu117, Leu126, Phe132 et Trp139. Notons également que trois résidus non-hydrophobes Glu96, Lys122 et

Asn134 sont enfouis à l'intérieur de la structure. À l'inverse, trois résidus hydrophobes de la partie N-

terminale du domaine sont exposés au solvant : Tyr88, Tyr91, et Leu95, faisant apparaître un patch

hydrophobe caractéristique, situé à l'opposé du site à zinc (Fig. 37 A et B). Ces positions –et

particulièrement la Leu95– étant conservées dans tous les HPVs, laissent penser que cette surface

hydrobe exposée constitue probablement l'interface avec le domaine N-terminal de E6. Une autre

propriété remarquable du domaine est la répartition polarisée du potentiel électrostatique de surface

(Fig. 37C). Les charges négatives, minoritaires dans le domaine, sont regroupées sur une même face

(orientée vers le haut sur cette représentation) alors que les charges positives, majoritaires, sont

regroupées sur la face opposée (orientée vers le bas). Cette répartition favorise probablement

l'interaction avec l'ADN. Parmi les résidus basiques portant ces charges positives, plusieurs sont

apparus indispensables pour l'interaction avec l'ADN lors de notre étude par mutagénèse dirigée (Cf.

Partie III des résultats). La répartition surfacique de ces résidus est représentée sur la figure 37D.
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Fig. 34 : Comparaison des matrices de contacts déduites, soit des contraintes expérimentales 
(A), soit des structures calculées. L'intensité (par rapport à l'échelle de niveau de gris) de 

chaque "pic" (i,j) est proportionelle au nombre de contacts entre les résidus i et j. (l'échelle des 
gris n'est pas le même en A/ et en B/). 
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C-ter

N-ter

Fig. 35 : La structure RMN du domaine C terminal de E6 6C/6S. A/ Superposition de la chaîne 
principale des 20 structures calculées. B/ Vue stéréographique d'une représentation en ruban de la 
structure tridimensionnelle (même orientation qu'en A). Les éléments de structure secondaires ont 

été définis sur la structure moyenne par le logiciel MOLMOL (Koradi, 1996). Les chaînes latérales 
des résidus enfouis à l'intérieur du domaine sont représentées (hydrophobes en rose, basiques en 

bleu, acides en rouge, cystéines en marron) ainsi que l'atome de zinc.  
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Fig. 36 : Données RMN pour la structure du domaine. A/ La courbe représente la moyenne du 
RMSD entre les 20 structures calculées et la structure moyenne (calculé pour les N,C, O de la 

chaine principale pour chaque résidu). L'histogramme représente le nombre de distances NOE par 
résidu, colorées en rouge, bleu clair et jaune pour les distances impliquant des résidus consécutifs 

(i=1), moyennement proches (i<5),  ou éloignés (i>=5) dans la séquence. B/ Valeurs de 
relaxation transversale pour chaque résidu (les barres indiquent l'erreur de la mesure).
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Fig. 37 : Différentes propriétés de surface du domaine. La structure est chaque fois représentée dans deux 
orientations opposées, reliées par une rotation de 180° autour de l'axe vertical. Les représentations ribbon sur 

les côtés permettent de visualiser l'orientation du domaine dans les représentations de surfaces. Entre les 
représentations A et B, les deux vues ont subi une rotation additionelle de -90° par rapport à l'axe vertical. Les 
deux orientations de B sont conservées dans les vues C et D. A/ Répartition surfacique des résidus hydrophobes 

(histidines en bleu fonçé, tyrosines en vert, autres hydrophobes en bleu clair). B/ Visualisation du patch 
hydrophobe sur deux vues ayant subi une rotation additionelle de -90°. Noter la localisation du patch 

hydrophobe sur la face située à l'opposé du site à zinc. C/ Répartition surfacique du potentiel électrostatique 
(charges négatives en rouge et charges positives en bleu).  D/ Répartition surfacique des résidus basiques (en 

bleu) dont la mutagénèse a affecté fortement l'interaction avec l'ADN.
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PARTIE III

Identification et caractérisation de l’interaction

entre l’oncoprotéine E6 et l’ADN cruciforme.

Les résultats de cette partie sont présentés dans :

� 3 publications :

−  Publication 5 : HPV Oncoprotein E6 is a structure-dependant DNA-binding protein that

recongnizes four-way DNA junction. Ristriani T., Masson M., Nominé Y., Laurent C.,

Lefèvre J-F., Weiss E., Travé G. (2000) Journal of Molecular Biology 296 1189-1203

−  Publication 6 : Specific recognition of four-way DNA junctions by the C-terminal zinc-

binding domain of HPV oncoprotein E6. Ristriani T., Nominé Y., Masson M., Weiss E.,

Travé G. (2001) Journal of Molecular Biology 305, 729-739

−  Publication 7 : Protein mutagenesis with monodispersity-based quality probing: selective

inactivation of p53 degradation and DNA binding properties of HPV E6 oncoprotein.

Ristriani T., Nominé Y., Laurent C., Weiss E., Travé G. (2002) Protein Expression and

Purification (sous presse).

�  un chapitre sur l’étude de l’interaction E6 / ADN cruciforme par la technique de Résonance

Plasmonique de Surface (technologie BIAcore).
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III.1/ Publication 5

Ristriani T., Masson M., Nominé Y., Laurent C., Lefèvre J-F., Weiss E., Travé G. (2000) :

HPV Oncoprotein E6 is a structure-dependant DNA-binding protein that

recongnizes four-way DNA junction.

Journal of Molecular Biology 296 1189-1203

L'activité de liaison et de dégradation de p53 par E6 est connue depuis de nombreuses années.

Pourtant, E6 pourrait avoir un rôle dans d'autres activités non liées à p53. En parallèle, une

similarité de séquence a été décrite entre E6 et l'endonucléase VII, une protéine du phage T4 qui

reconnaît spécifiquement et coupe les jonctions de « Holidays ». Cette similarité laissait envisager

une interaction entre E6 et l’ADN cruciforme Cette hypothèse n’avait cependant jamais été

confirmée. Nous pensons à posteriori que ce problème était lié au problème d’obtention d’une

protéine de fusion de qualité suffisante.

Dans cet article, nous démontrons qu’une interaction existe entre cet ADN cruciforme et

l’oncoprotéine E6 des souches malignes. Cette interaction est spécifique de la structure de l’ADN,

et non de sa séquence. D’autres paramètres tels que l’affinité, la stœchiométrie, l’influence des ions

magnésiums, ou encore la conformation de l’ADN, ont également été étudiés.

Ce travail est la première démonstration d’une liaison spécifique entre E6 et un ADN, suggérant de

nouveaux modes d’actions de E6, particulièrement importants pour son rôle oncogène.
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III.2/ Publication 6

Ristriani T., Nominé Y., Masson M., Weiss E., Travé G. (2001) :

Specific recognition of four-way DNA junctions by the C-terminal zinc-

binding domain of HPV oncoprotein E6.

Journal of Molecular Biology 305, 729-739

Nous mettons ici en évidence que le domaine de liaison au zinc C-terminal de E6 est seul

responsable de l’activité de liaison avec l’ADN cruciforme. Je me suis en particulier intéressé à la

stœchiométrie de cette interaction. J’ai démontré, en analysant les variations d’intensités observées

sur gels retard par un modèle développé sur le logiciel MatLab, que ce domaine se lie à deux sites

identiques et indépendants, et ce contrairement à la protéine E6 entière.

Par ailleurs, d’après les alignements de séquences, ce domaine semblerait représenter une nouvelle

classe de module à zinc se liant à l’ADN. En précisant la région de E6 responsable de cette

interaction, ces résultats ouvrent donc la voie à la conception de mutants ponctuels ayant perdu cette

activité.



 
 
 
 
 
 

[Signalement bibliographique ajouté par : ULP – SCD – Service des thèses électroniques] 
 
Specific recognition of four-way DNA junctions by the C-terminal zincbinding 
domain of HPV oncoprotein E6. 
 
Ristriani T., Nominé Y., Masson M., Weiss E., Travé G.  
 
Journal of Molecular Biology, 2001, Vol. 305, Pages 729-739 
 
 
 
Pages 729 à 139 : 
 
La publication présentée ici dans la thèse est soumise à des droits détenus par un éditeur 
commercial.  
 
Pour les utilisateurs ULP, il est possible de consulter cette publication sur le site de l'éditeur : 
http://dx.doi.org/10.1006/jmbi.2000.4330 
 
Il est également possible de consulter la thèse sous sa forme papier ou d'en faire une demande 
via le service de prêt entre bibliothèques (PEB), auprès du Service Commun de 
Documentation de l'ULP:  peb.sciences@scd-ulp.u-strasbg.fr  
 
 
 
 

http://dx.doi.org/10.1006/jmbi.2000.4330


________ RESULTATS, DISCUSSIONS Interaction E6 / ADN cruciforme

_____________________________________________________

183

III.3/ Publication 7

Ristriani T., Nominé Y., Laurent C., Weiss E., Travé G. (2002) :

Protein mutagenesis with monodispersity-based quality probing: selective inactivation

of p53 degradation and DNA binding properties of HPV E6 oncoprotein.

Protein Expression and Purification (sous presse).

L’idée de ce travail est de séparer, pour la protéine E6, l’activité de liaison à l’ADN cruciforme, de

celle de dégradation de la protéine gardienne du génome p53. Ce travail est une étape obligatoire

pour l’étude in vivo de l’activité de liaison à l’ADN par E6 dans le processus oncogène de E6.

Nous utilisons la protéine de fusion MBP-E6 6C/6S comme protéine de référence, puisque nous

savons que ce mutant dégrade p53 tout en interagissant avec l’ADN cruciforme ; il présente de plus

l’avantage d’être monodisperse après purification. Pour l’ensemble des 19 mutants analysés, 3

paramètres sont mesurés. Le premier concerne la détermination de l’agrégation de la protéine. La

recherche d’un état monodisperse nous semble en effet constituer un facteur à respecter

préalablement à tout test biologique : lorsqu’un mutant est plus agrégé que la protéine de référence,

nous considérons que cette molécule a perdu tout ou partie de son repliement, rendant les

conclusions de tests biologiques totalement caduques. Les mutants ayant ainsi conservé leur

intégrité structurale sont ensuite soumis aux tests de dégradation de p53, ainsi que celui de liaison à

l’ADN cruciforme.

Les résultats de cette étude confirment dans un premier temps que le domaine C-terminal de E6 est

responsable de l’activité de liaison au cruciforme. Plus intéressant, plusieurs mutations ont pu ainsi

être mises en évidence : d’un côté F54R, F54D et Q114A sont déterminants pour l’activité de

liaison à l’ADN, tandis que K115A affecte la dégradation de p53. Ces mutants constituent donc des

candidats idéaux pour l’étude in vivo de l’activité oncogène de E6.
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III.4/ Étude de l’interaction E6 / ADN cruciforme par BIAcore

Nominé Y., Ristriani T., Choulier L., Altschuh D., Travé G. :

Interaction of HPV E6 Oncoprotein with Cruciform DNA: a BIAcore Study

Nous avons montré, par la technique de gel retard, que E6 interagit avec des ADN de structure

cruciforme. Cependant, cette technique ne permet pas de déterminer l'influence du magnésium sur

l'interaction. Ici, grâce au BIAcore, j'ai pu montrer que cette interaction existe également en

présence d'ions magnésium. Ce point est d’autant plus crucial pour l’interaction que cet ion est un

ion physiologique présent dans les noyaux des cellules.  Par ailleurs, en développant un modèle non

standard de traitement des données, j'ai mis en évidence deux constantes d'association distinctes,

impliquant deux sites de fixation de la protéine sur l'ADN cruciforme : la constante la plus élevée

correspond à l'interaction structure - dépendante observée par gel retard.

Ce projet a été initié dans le cadre d’une collaboration avec le groupe de Danièle Altschuh à

l’IBMC fin 1998.

Ces résultats ont ensuite fait l’objet d’un poster lors du IIIème congrès Européen de Biophysique en

2000 à Munich, et de deux présentations orales (2ème journée nationale du BIAcore en mai 2000 à

Paris ; rencontre d’utilisateurs BIAcore en mars 2001 à Tours).
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Au laboratoire, Ristriani et al. ont démontré, par la méthode des gels électrophorétiques de retard

d’ADN, que E6 lie sélectivement un type particulier d’acide nucléique (l’ADN cruciforme), et ce

même en présence d’un large excès d’ADN double-brins. Cette interaction est dépendante de la

structure de l’ADN et non de sa séquence (Cf. publication 5).

Puisque le magnésium est présent dans les noyaux des cellules, il est important de savoir si E6

interagit toujours avec cet ADN en présence de cet ion. Or justement, les expériences par gel retard

d’ADN ne répondent pas entièrement et de manière satisfaisante à cette question. Dans ces

expériences, la protéine E6 et l’ADN cruciforme sont tous deux incubés en présence d’ions

magnésium. Si ce mélange est chargé sur un gel électrophorétique contenant de l’EDTA –un

complexant des ions bivalents–, une interaction est détectée. Au contraire, lorsque ce même

mélange est chargé sur un gel contenant du magnésium, les complexes ne sont plus détectés (Cf.

publication 5). Ces résultats suggèrent que la présence du magnésium n’affecte pas la formation du

complexe, mais uniquement la détection du complexe par cette technique. Des expériences de

chromatographie allaient d’ailleurs dans le même sens. Il restait donc une ambiguité sur le rôle du

magnésium, qui oblige à confirmer l’existence de cette interaction en présence de magnésium par

une autre technique.

Nous nous sommes alors portés vers la technologie BIAcore qui offrait pour ce problème plusieurs

avantages : i/ la possibilité de travailler avec des petits volumes (quelques dizaines de micro-litres)

à des concentrations inférieures à 0,1 mM. ii/ un contrôle strict des conditions expérimentales

permettant d’évaluer l’effet sur l’interaction d’une large gamme de tampon, de la température, du

flux. iii/ l’acquisition en temps réel, permettant une évaluation des constantes de cinétiques. Cette

technologie est très sensible à des paramètres tels que la pureté de l’échantillon ou son agrégation.

La qualité de la protéine nouvellement purifiée nous laissait donc envisager de telles études.

Cependant, alors que la démonstration de l’existence d’une interaction par BIAcore est relativement

facile, la détermination des paramètres cinétiques peut s’avérer délicate. La qualité des données

expérimentales est alors cruciale, surtout lorsque l’on travaille sur un système différent d’interaction

différent du modèle de Langmuir (A + B   ⇐⇒  AB), comme ce sera le cas.

Afin d’obtenir des données de la meilleure qualité possible, je me suis basé principalement sur deux

articles : l’un énumère, pour chaque étape, les conditions expérimentales optimales (Myszka, 1999),
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le second s’attarde en particulier sur les paramètres déterminants lorsque le système ne suit plus le

modèle de Langmuir (A + B <==> AB) (Morton, 1998).

C.III.4.a/ Conception de l’expérience

Il est absolument nécessaire de travailler avec des réactifs de bonne qualité. Les molécules sont

donc systématiquement analysées avant chaque nouvelle série d’expériences : soit par un gel pour la

pureté et la masse des ADN, soit par un gel et par une mesure d’agrégation pour la protéine.

Il nous a semblé plus opportun que ce soit l’ADN qui constitue le ligand et E6 l’analyte. La

première raison est que l’acide nucléique est moins fragile que la protéine, facilitant ainsi la

recherche des conditions de régénération. De plus, en utilisant E6 comme ligand, l’ADN (alors

analyte) aurait pu éventuellement se fixer simultanément à deux molécules de E6 (ligand) : cet état

complique beaucoup l’interprétation des résultats.

Le système détectant toute modification à la surface, il est nécessaire de multiplier les témoins pour

s’assurer que les réponses observées soient effectivement reliées directement à l’interaction E6 /

ADN cruciforme. Parmi les 4 cellules disponibles sur une même surface, les références sont

choisies afin de tester une unique condition : streptavidine seule et ADN cruciforme pour tester

l’affinité de E6 sur la streptavidine ; ADN simple-brin, double-brin et cruciforme pour vérifier

l’affinité de E6 sur ces différents ADN ; ADN cruciformes biotinylés sur deux bras différents (X ou

B) pour analyser l’effet de l’orientation de ces ADN. Enfin, pour éviter les problèmes de transport

de masse, il est préférable de limiter la quantité de ligands accrochés à la surface.

Expérimentalement, nous nous limitons à une quantité d’ADN de l’ordre de 200 RU, donnant un

signal d’analyte de l’ordre de quelques dizaines de RU. Cette valeur est bien supérieure à la

sensibilité du BIAcore 2000 (1 à 2 RU).

C.III.4.b/ Détermination de la concentration active de protéine E6

En se placant dans des conditions de transport de masse, nous avons été en mesure de déterminer la

concentration de protéine active sur un lot de E6. Typiquement, pour E6 interagissant avec l’ADN

cruciforme, la protéine active représente environ 3 à 5% de la concentration totale de protéine. Cette

valeur peut paraître de prime abord très faible. Il faut cependant remarquer que les pourcentages

établis par BIAcore n’excèdent que très rarement 50% (Zeder-Lutz, 1999).
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C.III.4.c/ Analyse de la phase de dissociation

Parmi les différents modèles proposés (voir Tableau 4 dans le chapitre « Techniques

biophysiques »), l’analyse de la phase de dissociation permet d’estimer celui à utiliser pour traiter

l’ensemble des courbes de cinétiques.

Ainsi, la comparaison des ajustements selon les modèles parallèle ou de Langmuir des courbes de

dissociation permet d’affirmer qu’il existe deux vitesses de dissociation distinctes correspondant

probablement à deux sites de liaison de la protéine E6 sur l’ADN cruciforme de type Bianchi (Fig.

38).

C.III.4.d/ Analyse globale des phases d’association et de dissociation

Pourtant, les résultats obtenus par gel retard indiquent, en présence d’un large excès d’ADN

génomique, qu’une seule protéine de E6 est liée à une molécule d’ADN cruciforme. Le modèle

décrit ci-après (Fig. 39), adapté du modèle parallèle classique, permet de tenir compte des deux sites

de liaisons décrits précédemment : l'un sur les bras du cruciforme (à priori de moins forte affinité)

nommé site « double-brin » ou site 1, et l'autre à la jonction des deux brins du cruciforme, nommé

site « spécifique du cruciforme » ou site 2.

Fig. 38 : ajustement global pour deux modèles (Langmuir ou parallèle) des courbes
de dissociation obtenues pour l’ADN cruciforme de Bianchi en présence de Dextran

(1 mg/ml) et de magnésium (1 mM).

1000 nM

500 nM

250 nM

1000 nM

500 nM

250 nM

Langmuir
Dissociation

Parallel
Dissociation

χ2 = 79.4 χ2 = 0.55kd = (3.5 +/- 0.1).10-3

kd2 = (9.0 +/- 0.3).10-4

kd1 = (1.130 +/- 0.001).10-2

Dextran, Magnesium, Bianchi
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Le modèle parallèle comporte 6 paramètres à déterminer par ajustement, et utilise deux analytes

distincts en solution (Fig. 39). Au contraire, le modèle adapté fait l’hypothèse d’un unique analyte

interagissant sur deux sites distincts du ligand. L’introduction d’un unique paramètre Rmax, pondéré

par les nombres n ou 1, permet de redéterminer les deux paramètres Rmax1 et Rmax2. Lorsque le

paramètre n est laissé libre, l’ajustement donne des valeurs de n comprises entre 1000 et 2000. Pour

y remédier, ce paramètre est fixé lors de chaque ajustement, ce dernier étant répété pour des valeurs

de n comprises entre 1 et 20. Cette modification permet par la  même occasion de réduire le nombre

de paramètres à ajuster de 6 à 5, et donc augmente la rigueur de l’ajustement.

Modèle parallèle Modèle parallèle adapté

Rmax1 Rmax1 = Rmax x n / (n+1)

Rmax2 Rmax2 = Rmax / (n+1)

ka(1) ka(1)

ka(2) ka(2)

kd(1) kd(1)

kd(2) kd(2)

Les différents modèles proposés sont ajustés globalement sur l’ensemble des courbes cinétiques. La

figure 40 illustre l’efficacité accrue de ce modèle adapté (appelé désormais modèle protéine / ADN)

par rapport au modèle parallèle quant à l’ajustement des courbes d’association et de dissociation de

E6 sur l’ADN cruciforme. La différence très nette visuellement se traduit également par un χ2

sensiblement de meilleure qualité.

La figure 41 donne un exemple des variations de ka1, ka2 et χ2 en fonction des valeurs de n allant de

1 à 20. Il ressort une gamme de valeurs de n pour lesquelles les paramètres ka1 et ka2 sont

relativement constants, et la valeur de χ2 minimale. C’est donc dans cette gamme que sont choisies

les valeurs de n utilisées dans les ajustements suivants.

1 molécule E6 spécifique du cruciforme.

n molécules E6 spécifiques des double-
brins (bras du cruciforme).

site (1)

site (2)

Fig. 39 : illustration du modèle parallèle adapté. Ce modèle tient compte de deux sites de
liaison distincts par ADN cruciforme : n sites « doubles-brin » et 1 site « cruciforme ».
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χ2 = 0.289χ2 = 0.772

Modèle Parallèle Modèle ADN-Protéine

C.III.4.e/ Effets des conditions expérimentales

La comparaison des paramètres cinétiques calculés en moyennant les constantes obtenues pour des

valeurs de n comprises entre 4 et 10 (Fig. 42) donne plusieurs renseignements sur cette interaction.

Par exemple, E6 se lie de la même manière à l’ADN de Bianchi qu’à l’ADN de Lilley, signe que

cette interaction ne dépend pas de la séquence. De plus, non seulement cette interaction existe

également en présence de magnésium –effet particulièrement visible sur le paramètre cinétique

d’association–, mais en plus il existe un facteur 10 entre les constantes d’association à l’équilibre en

magnésium ou en EDTA. Nous pouvons par ailleurs constater que les cinétiques du site 1 (site

« double-brin ») ne changent guère avec les conditions.

C.III.4.f/ Comparaison des résultats de gels retard et de BIAcore

Cette comparaison est intéressante, les deux techniques étant ici complémentaires. Les expériences

de gels retard indiquent une interaction E6 / ADN cruciforme, spécifique de la structure, et non de

la séquence. Ce résultat est confirmé en BIAcore par les observations suivantes :

- la séquence d’ADN utilisé (Lilley et Bianchi) ne change pas les valeurs des paramètres

cinétiques au-delà de l’incertitude expérimentale, laissant supposer l’implication des

groupements phosphate de l’ADN (chargés positivement) dans la liaison avec E6 (chargée

négativement).

Fig. 40 : illustration de l’ajustement par le modèle parallèle adapté. Conditions
d’enregistrements : ADN cruciforme de Bianchi, EDTA 1 mM, Dextran 1 mg/ml. Les indices

de réfraction, ainsi que les fenêtres d’ajustement sont identiques dans les deux cas.
Valeur de n pour cet ajustement : 5.
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Fig. 41 : variations des paramètres ka1, ka2, c2 en fonction de n. 
(cas  de l'ADN cruciforme Bianchi, EDTA à 1 mM, Dextran à 1 mM, NaCl à 150 mM).

Fig. 42 : valeurs des constantes cinétiques d’association, de dissociation, ainsi que la constante 
d’association à l‘équilibre. La comparaison de l'ADN cruciforme de Lilley (barres bleues) et de l'ADN 

cruciforme de Bianchi (barres vertes) permet de vérifier le rôle de la séquence de l’ADN dans cette 
interaction. La comparaison des barres vertes (présence d’EDTA) et rouges (Mg) permet de juger du rôle de 

l’EDTA et du magnésium dans cette interaction.
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- une concentration de NaCl à 500 mM inhibe tout signal (résultat non décrit), dénotant le

caractère ionique de cette interaction. Cette inhibition à haut sel, compatible avec le point

précédent, a d’ailleurs été utilisée pour mettre au point le tampon de régénération de la surface.

- l’interaction n’est pas sensible à l’orientation du cruciforme. Ce résultat (non décrit) est

également en accord avec l’idée d’une interaction spécifique de la structure.

Par ailleurs, le BIAcore nous permet de compléter les résultats du gel retard : l’interaction est plus

spécifique en présence de magnésium qu’en présence d’EDTA. Ce point laissé en suspend par la

technique de gel retard est pourtant crucial pour transférer cette interaction dans un contexte in vivo.

En effet, l’ion magnésium est présent dans le noyau, compartiment cellulaire contenant les jonctions

de « Holliday ». De plus, ces expériences prouveraient :

- l’existence de deux sites de liaison pour E6 sur l’ADN cruciforme,

- la spécificité de l’interaction en un site unique du cruciforme, très certainement au croisement

des deux brins du cruciforme,

A première vue, un point semble pourtant contradictoire entre ces deux techniques : un retard

apparaît en présence d’un large excès d’ADN génomique, alors que des quantités comparables

d’ADN double-brin injectées simultanément avec la protéine E6 inhibent quasiment tout signal

détecté par BIAcore. Cette contradiction pourrait en fait provenir des temps de contact entre l’ADN

et la protéine : une incubation d’1 heure serait suffisante pour atteindre l’équilibre, tandis qu’une

durée de 120 secondes de la phase d’injection se révèlerait être trop courte pour atteindre un seuil

détectable par BIAcore.

Enfin, les constantes de dissociation à l’équilibre déterminées par BIAcore (5 nM) et par gel retard

(100 nM ; Cf. publication 5) semblent différentes. Cette apparente contradiction ne serait en fait que

le reflet du pourcentage de protéines actives déterminées par la technologie SPR. Ce pourcentage,

de l’ordre de 3 à 5% pour E6 interagissant avec l’ADN cruciforme est à rapprocher du facteur 1/20

constaté entre les deux constantes à l’équilibre.
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La production bactérienne de protéines d’intérêt fusionnées à des protéines porteuses hautement

solubles est souvent utilisé comme moyen de sur-expression de protéines (Georgiou & Valax, 1996)

(Baneyx, 1999). Parmi les protéines porteuses, la MBP a retenu un intérêt particulier, en tant que

moyen efficace pour solubiliser des protéines récalcitrantes (Kapust & Waugh, 1999). Certains

auteurs avaient pourtant mentionné le comportement anormal d’une préparation de protéine de

fusion soluble : ces fusions présenteraient une activité biologique très réduite voire inexistante

comparée à la protéine non fusionnée (Sachdev & Chirgwin, 1998 & 1999).

Dès le début de nos travaux, nous avions également constaté un comportement anormal de nos

préparations solubles de MBP-E6 : la précipitation de la protéine E6 après séparation protéolytique

de la protéine MBP. Dans le but de comprendre ce phénomène, nous avons utilisé la technique de

diffusion de lumière, et mis en évidence la formation de corps d’inclusion solubles (publication 1).

Bien que les phénomènes d’agrégation solubles de protéines avaient été étudiées dès les années

1950 (Doty & Edsall, 1951), ce problème n’avait apparemment pas été abordé dans le cas des

protéines de fusion. Nous pensons en fait que ce manquement provient d’une confusion sur le

critère de solubilité utilisé généralement pour vérifier le repliement d’une protéine non fusionnée :

les protéines ne précipitant pas après centrifugation sur paillasse sont considérées comme

correctement repliées. Ce principe de solubilité a été étendu aux protéines fusionnées (MBP, GST

ou Thiorédoxine) : lorsque la fusion apparaît soluble avec ce test, la protéine d'intérêt est alors

considérée comme correctement repliée. Cette confusion entre solubilité et repliement correct, se

rencontre fréquemment dans des études utilisant les fusions MBP, certains auteurs concluant

d’ailleurs au rôle possible de MBP comme chaperonine [(Kapust & Waugh, 1999), (Fox, 2001)].

Nos résultats tendent à contredire cette interprétation puisqu’ils montrent que les fusions MBP

n’aident pas E6 à se replier, mais maintiennent simplement en solution des états mal repliés.

L'agrégation soluble comme l’un des états intermédiaires entre monodisperse et précipité

Avant de précipiter, une protéine monodisperse doit obligatoirement passer par un état transitoire

intermédiaire : un agrégat soluble. Cet agrégat est une particule de masse variable, dont la

distribution de taille peut être hétérogène. Sa taille continue d'augmenter tant qu'il existe un apport

de matériel : sa durée de vie est d’autant plus courte que le phénomène d’agrégation qui génère

cette particule est coopératif. Cependant, cette durée peut être prolongée si l’architecture intrinsèque
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de l’agrégat limite sa progression : sa taille reste inférieure à la valeur seuil au delà de laquelle

l’agrégat aurait précipité. C’est cet état que l’on retrouve dans le cas des corps d’inclusion solubles

de MBP-E6 : ces fusions s’agrègent de par la précipitation de la protéine E6 mal repliée, rejetant

ainsi vers l’extérieur de cet agglomérat les protéines MBP, elles, correctement repliées. Le nombre

de monomères de MBP-E6 est donc limité par l’encombrement stérique des protéines MBP dans

l’enveloppe externe de l’agrégat. Dans cet état, la transition entre les états monodisperse et précipité

dépend d'un équilibre entre sédimentation et diffusion de particules (Fig. 43). Cet équilibre peut être

déplacé vers la sédimentation en utilisant la force d’accélération engendrée par une

ultracentrifugation.

♦ Les causes de l’agrégation ou de la précipitation dans le cas de E6

Ces analyses biophysiques nous ont permis de distinguer au moins deux processus distincts : (1)

agrégation de la protéine mal repliée dès l’expression dans la bactérie, et (2) agrégation de la

protéine repliée au cours de la purification.

(1) Le mauvais repliement de MBP-E6 lors de l’expression conduit à former des  agrégats

solubles. A ce propos, nous avons remarqué que l’expression des domaines N- et C-terminaux de

E6 ne conduit pas à la formation de corps d’inclusion. Ces résultats laissent penser qu’aucun de

ces deux domaines n’est isolément responsable de l’agrégation, tandis que leur combinaison dans

la protéine entière provoque l’agrégation. Selon Garel JR (Garel, 1992), la cinétique de

repliement de protéines multidomaines se décomposerait en une première phase de structuration

rapide des domaines isolés, et une seconde phase, plus lente, d'association des domaines repliés

menant à la structure native finale. Dans le cas de E6, il est possible que cette deuxième phase

soit perturbée par des phénomènes d'association intermoléculaire de domaines prenant le pas sur

leur association intramoléculaire.

sédimentation diffusion

agrégation
soluble

précipité monodisperse

Fig. 43 : l'agrégation est un état métastable entre les états précipité et monodisperse.
Cet équilibre est régulé par la sédimentation et la diffusion.
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(2) La protéine, même correctement repliée et séparée de MBP, est sensible à l’oxydation. Ce

phénomène peut entraîner, pendant ou après purification, la précipitation de E6.

Ceci illustre l’importance d’effectuer des tests de détection des agrégats tant en sortie

d’expression, qu’au cours de la purification ou après une période de stockage.

♦ La nature physique des corps d’inclusion solubles.

Nos résultats actuels favorisent l’idée d’une structure micellaire pour les corps d’inclusion solubles.

Il sera intéressant de compléter l’étude de la structure de ces agrégats. Ces agrégats présentent

l’intérêt de maintenir en solution une forme mal repliée de E6, la rendant accessible à des

techniques impossibles à mettre en œuvre sur des corps d’inclusion solides, telles que

spectroscopies DC, de fluorescence, de BIAcore, de RMN, de diffusion dynamique de lumière,

d’IR, voire même de microscopie électronique.

De tels travaux nous permettraient également d’étudier une question qui s’est posée plusieurs fois

au cours de notre travail : les agrégats de la protéine E6 mal repliée sont-ils capables de recruter la

protéine correctement repliée ? Un tel comportement rappellerait celui des protéines prion

(Schlumpberger, 2000).

Perspectives pour l'étude structure-fonction de E6.

L'obtention de la structure tri-dimensionelle du domaine C-terminal ouvre la voie à de

passionnantes études structurales. De très nombreuses études de complexes peuvent être envisagées,

impliquant d’un côté, le domaine C-terminal, et de l’autre, ses différents ligands cellulaires : ADN

cruciforme, protéines cellulaires ciblées par E6, domaines ou peptides issus de ces protéines.

Hormis ces ligands « naturels », le laboratoire a produit différents inhibiteurs recombinants

potentiels de E6, sous la forme soit d'anticorps recombinants, soit de peptides. De plus, nous

pensons que nos progrès dans la compréhension du repliement et de la solubilité du domaine C-

terminal permettront à terme de produire des échantillons RMN du domaine N-terminal ainsi que de

la protéine entière.

L’intérêt majeur des structures de complexes est de révéler le détail atomique des interfaces

d’interaction. Les complexes de E6 ou de ses domaines avec leurs cibles « biologiques » (ADN,
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protéines cellulaires entières ou fragmentées) ouvriront la voie à la modélisation d’inhibiteurs

chimiques prévus pour s’immiscer dans ces interfaces (inhibiteurs compétititifs). Par ailleurs,

l’analyse des interfaces de E6 avec les ligands peptidiques « non biologiques » (anticorps

recombinants et peptides issus de criblage) permettra aussi de modéliser des inhibiteurs chimiques

de E6 conçus par analogie aux ligands protéiques. La compréhension structurale du mode de liaison

de scFvs et de peptides issus de criblage permettra aussi de raffiner l’affinité de ces ligands et

d’améliorer leur pouvoir inhibiteur éventuel. En parallèle, des études BIAcore permettront d'établir

les constantes cinétiques des complexes. Cette double analyse, cinétique et structurale, fournira les

données nécessaires pour améliorer l'affinité des ligands peptides ou anticorps recombinant par

mutagénèse dirigée. Une fois ces mutations effectuées, leurs caractéristiques cinétiques seront

mesurées, et les mutants les plus intéressants seront à nouveau soumis à l’analyse RMN, complexés

à E6 ou l’un de ses domaines.

CONCLUSION GÉNÉRALE.

Depuis plus de quinze ans, l’analyse structurale de E6 était empêchée par des problèmes techniques

ayant trait à sa production par voie recombinante. Nous sommes parvenus à lever cette barrière en

appliquant différentes méthodologies biophysiques pour analyser et améliorer l'agrégation des

protéines de fusion. Ces méthodes appliquées à E6 nous ont permis de purifier la protéine

recombinante et ses domaines sous forme repliée et stable, puis de résoudre la structure en solution

du domaine à zinc C-terminal. Ces progrès ouvrent l’accès à tout un champ d’études structurales

jusqu’ici interdit.  Ces études sont essentielles car elles aboutiront à la compréhension atomique du

mode d’action de E6. Elles permettront de plus la conception et l’amélioration de molécules

capables d’inhiber l’action oncogénique de cette oncoprotéine majeure. Ces molécules ouvriront la

voie à de nouvelles stratégies de thérapie du cancer du col de l’utérus.
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ANNEXE

Table des déplacements chimiques de E6-C 4C/4S

seq. aa N HN Hα Hβ2  Hβ3 others

-3 G
-2 A
-1 M 121.05 8.54 4.49 2.04  Qδ 2.55
8 7 S 118.42 8.29 4.67 3.83
8 8 Y 122.11 8.34 4.89 3.25 3.02  Qδ Qε 7.04 6.77

8 9 S 117.89 8.32 5.59 3.50 3.35
9 0 L 122.11 8.48 4.77 1.60 1.52  Hγ  1.22 Qδ 0.73 1.08
9 1 Y 119.73 8.81 4.70 3.31 2.86  Qδ Qε 7.20 6.81
9 2 G 111.30 7.61 4.20
9 3 T 7.52 4.36
9 4 T 119.21 7.12 4.19 4.07  Qγ 1.51

9 5 L 123.42 7.58 3.73 1.31  Qγ  Qδ  1.21 0.68
9 6 E 117.63 7.80 4.27 2.26  Qγ  2.51
9 7 Q 118.15 7.43 4.05 2.21 2.12  Hγ 2.54 2.37 Nε2 112.88 Hε 6.84 7.53
9 8 Q 119.73 8.32 3.88 1.92 1.38  Hγ 2.16 1.75 Nε2 111.57 Hε 6.68 7.28
9 9 Y 114.73 7.80 4.37 3.01 2.59  Qδ, Qε 7.16 6.69

100 N 119.73 7.98 4.38 3.13 2.65  Hδ 7.53 6.79 Nδ2 113.04

101 K 117.63 7.65 4.65 1.70 1.38  Qγ 1.32 Hδ 1.59 1.51 Hε 2.93 2.75
102 P 4.40 2.22 1.91  Hγ 1.86 1.68 Hδ 3.62 3.57
103 L 113.15 8.63 3.66 1.62 1.31  Hγ 1.66 Hδ 0.67 0.60
104 S 123.42 9.91 4.40
105 D 121.84 7.81 4.58 2.72 2.46
106 L 122.90 7.26 4.15 2.06 0.90  Hγ 1.31 Hδ1 0.28 0.24

107 L 126.32 8.33 4.23 1.76 1.41  Hγ 0.84 Qδ1 -0.45 -0.54
108 I 130.80 8.38 4.18 1.22  Qγ2 0.62 Hγ1 1.10 0.53 Qδ1 -0.17
109 R 125.79 7.78 4.85 1.45 1.27  Hγ 1.18 0.83 Hδ 3.21 2.96 Hε 7.40
110 C 123.69 8.75 4.24 2.70 3.41
111 I 132.38 9.52 4.10 2.07  Qγ2 1.01 Hγ1 1.45 1.31 Qδ1 0.90
112 N 123.16 8.90 4.94 3.43 2.86  Hδ2 8.33 7.09 Nδ2 115.52

113 C 118.15 8.02 4.88 3.24 2.54
114 Q 116.05 7.80 4.10 2.26 2.16  Hγ 2.45 2.36 Nε2 113.67 Hε2 7.25 6.55
115 K 123.92 8.37 4.56 1.99  Hγ 1.61 1.54 Hδ 1.83 1.76 Qε 3.05
116 P 4.42 2.13 1.96  Hγ 2.19 1.79 Hδ 3.98 3.60
117 L 127.38 9.42 4.54 1.96 1.42  Hγ 1.62 Qδ 0.68 0.63
118 S 122.37 9.76 4.77 3.99  Hγ 6.01

119 P 4.15 2.39 1.93  Hγ 2.24 2.04 Hδ 3.97 3.85
120 E 118.94 8.89 4.09 2.16 1.90  Hγ 2.39 2.28
121 E 122.63 8.04 4.00 2.54  Qγ 2.41
122 K 121.32 8.37 3.99 1.98 1.60  Qγ 1.01 Qδ 1.76 Hε 2.74 2.49
123 Q 119.73 8.40 3.86 2.43  Qγ 2.10 Nε2 117.63 Hε2 8.10 6.97
124 R 121.05 8.03 4.20 2.00  Qγ 1.73 Hε 3.16

125 H 117.89 7.61 4.08 3.53 2.70  Hδ Hε 6.55 7.57



______________  ANNEXES

_____________________________________________________

210

126 L 118.42 7.52 4.33 2.09 1.79  Hγ 1.64 Qδ 0.95

127 D 122.37 9.04 4.30 2.71
128 K 116.57 8.25 4.31 2.01  Qγ 1.66 Qδ 1.51
129 K 118.94 7.75 4.20 2.09 1.82  Hγ 1.31 1.22 Hδ 1.60 1.53
130 Q 125.79 7.92 4.22  Hγ 2.13 1.88 Nε2 110.51 Hε2 6.99 6.63
131 R 125.53 8.80 4.13 2.41 2.20  Qγ 1.51 Hδ 2.19 2.07 Hε 3.79
132 F 118.68 8.56 4.92 3.28 2.64  Qδ  Qε  Hζ 6.95 6.57 6.54

133 H 119.21 8.82 5.29 2.79
134 N 130.27 9.18 4.32 1.81 -0.25  Hδ2 5.76 3.85 Nδ2 107.35
135 I 128.43 8.54 4.22 1.70  Hγ1 1.32 1.09 Qγ2 0.81 Qδ1 0.74
136 R 127.38 9.45 3.78 1.74 1.55  Qγ 1.97 Hδ 3.22 3.12
137 G 104.45 7.91 Hα 4.09 3.58
138 R 120.53 7.37 4.55 1.78 1.66  Qγ 1.51 Qδ 3.11

139 W 123.42 8.82 4.59 3.01 2.79  Hε 7.18 10.19
 Hζ 7.55 6.90

Hδ1 7.27
Hη2 6.78   

Nε1 123.27

140 T 115.78 9.06 5.88 4.32  Qγ 1.17
141 G 109.72 7.96 Hα 4.95 3.63

142 R 129.22 10.55 5.73 1.69  Qγ 1.73 Qδ 3.10 Qη 7.56
143 C 129.48 9.54 4.42 3.90 2.59
144 M 121.05 9.78 4.09 2.26 2.17  Hγ 2.79 2.71 Qε 2.41
145 S 118.15 8.64 4.22 4.02
146 C 124.48 8.80 4.13 3.07 2.83
147 S 116.57 8.00 4.29 3.97 3.85
148 R 121.84 7.64 4.26 1.84 1.90  Hγ 1.74 1.64
149 S 116.83 7.95 4.32 3.96 3.85
150 S 118.53 7.94 4.56 4.03
151 R 124.48 8.33 4.38 1.86 1.74  Hγ 1.77 1.60 Qδ 3.15
152 T 115.78 8.14 4.28 4.15  Qγ 1.22
153 R -- 8.34 4.29 2.11 1.98  Hγ 2.42 2.24

154 R 123.42 8.45 4.26 1.81 1.73  Qγ 1.59 Qδ 3.16
155 E 122.90 8.60 4.27 2.04 1.92  Qγ 2.29
156 T 115.52 8.14 4.30 4.16  Qγ 1.16
157 Q 124.48 8.39 4.30 2.08 1.96  Qγ 2.32 Hε2 6.88 7.66 Nε2 113.94
158 L 130.80 8.02 4.13 1.57  Hγ 0.84 0.79
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RÉSUMÉ :

L’oncoprotéine E6 des papillomavirus humains (HPV) à « haut-risque » est à l’origine du cancer du
col de l’utérus. Elle participe à l’oncogénèse notamment en dégradant p53, la protéine cellulaire
suppresseur de tumeurs. Le but de la thèse était d’obtenir la structure tridimensionnelle par
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) de la protéine E6.
Le manuscrit revient d'abord sur les différents états (micro- et macroscopique) d’une protéine
globulaire en solution, et sur des notions telles que repliement et stabilité. Il rappelle ensuite les
principes et limites de différentes techniques biophysiques appliquées à l’étude de protéines. Enfin,
il décrit brièvement le contexte biologique de E6.
Bien que sa séquence primaire soit connue depuis 1985, la protéine E6 n’avait pas encore été
purifiée. Nous décrivons ici un protocole d’expression et de purification de cette molécule, en
montrant tout d’abord que l'expression bactérienne de fusions MBP-E6 (Maltose Binding Protein)
génère des « corps d’inclusion solubles ». Ces particules, engendrés par l’agrégation de protéines
E6 mal repliées, restent toutefois en solution grâce à la haute solubilité de MBP. Grâce à ces
observations, nous avons pu produire des échantillons de la protéine E6 entière soluble et repliée,
puis de ses deux domaines à zinc. Nous avons finalement obtenu la détermination de la structure
tridimensionnelle par RMN du domaine C-terminal de E6. L'amélioration de la qualité de E6
recombinante a permis également de démontrer l'interaction de E6 avec un motif structural d'ADN
présent dans l’ADN cruciforme, puis de déterminer les paramètres cinétiques de cette interaction
par BIAcore.
Ce travail ouvre donc la voie à une meilleure compréhension moléculaire des modes d’actions de
E6, et donc à de nouvelles stratégies de thérapie du cancer du col de l’utérus. De plus, nos
méthodologies de contrôle et d'optimisation de la qualité des protéines de fusion sont généralisables
à l'étude de toute protéine récalcitrante.

ABSTRACT :

E6 is an oncoprotein produced by "high risk" Human Papillomaviruses (HPVs) involved in cervical
cancers. E6 participates oncogenesis through different pathways, in particular by degrading the
cellular tumor suppressor protein p53. The aim of this thesis was to solve the solution structure of
E6 by Nuclear Magnetic Resonance (NMR).
The introduction chapter first focuses on the different states (micro- and macroscopic) adopted by
globular proteins in solution, including notions such as folding and stability. Then we record the
principles, applications and limits of various biophysical techniques for the study of  proteins.
Finally, we briefly introduce the biological context of E6 protein.
At the start of this work, E6 had never been purified although its sequence was known since 1985.
In the results section, we first demonstrate that bacterial expression of E6 fused to the C-terminus of
MBP (Maltose Binding Protein) generates « soluble inclusion bodies ». These particles, which
originate from agregation of misfolded E6 moieties, remain soluble thanks to the high solubility of
MBP moities. These observations have allowed us to produce soluble and folded samples of full-
length E6 as well as its two zinc-binding domains. Finally, we have managed to solve the NMR
structure of the C-terminal zinc-binding domain. On another hand, the optimized quality of our E6
samples have allowed us to demonstrate E6 binding to a particular DNA structural motif found in
four-way DNA junctions. The kinetic parameters of this interaction have been determined by
BIAcore.
This work will provide a better understanding of the molecular pathways of E6 action and opens the
way for new therapeutic strategies against cervical cancers. Furthermore, our methods for control
and optimization of protein fusion quality can be generalized for future studies of other recalcitrant
proteins.




