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Introduction

Dans la cellule, les chaînes polypeptidiques naissantes sont synthétisées de façon

séquentielle par le ribosome (Moore, 1997) de l’extrémité N vers l’extrémité C. C’est l’étape

de traduction de l’information génétique contenue dans l’ADN. Ensuite, la protéine se replie

en une structure tridimensionnelle, spontanément ou grâce à l’intervention d’autres protéines

notamment des complexes appelés chaperons moléculaires (Benahbilès et al., 2000).

Les chaperons moléculaires sont des protéines ubiquitaires impliquées dans la

régulation de la protéostase cellulaire, la conformation et la dégradation protéique (Gibert,

2010).

Les chaperons moléculaires sont classés en fonction de leur poids moléculaires et leurs

fonctions en plusieurs familles hautement conservées (Zhang et al., 2002). Parmi lesquelles on

retrouve la famille des Hsp60. Des membres de cette famille sont également appelés

« chaperonine », pour préciser que leur expression n’est pas induite par le choc thermique.

Les chaperonines de plusieurs organismes aussi bien eucaryotes que procaryotes

partagent une structure commune en double anneaux. Elles sont subdivisées en deux groupes ;

Le groupe I est retrouvé chez les eubactéries et dans les organelles eucaryotes d’origine

endosymbiotiques (mitochondries et chloroplastes). Ce groupe est représenté par la

chaperonine GroEL. Tandis que le second groupe est retrouvé chez les archaebactéries et dans

le cytosol des cellules eucaryotes et est représenté par la chaperonine cytoplasmique CCT

(Chaperonin- containing t-complex polypeptid1) (Yébenes et al., 2011).

La CCT est indispensable à la survie et la croissance cellulaire car elle assiste le

repliement d’environ 10% des protéines néosynthétisées parmi lesquelles les protéines du

cytosquelette et des régulateurs de cycle cellulaires (Yam et al., 2008; Hartl et al., 2011;

Leitner et al., 2012). Un certain nombre de substrats de la CCT ne peut être replié par d’autre

chaperonines. Cette spécificité suggère que la CCT possède une structure et un mécanisme

uniques qui la distinguent des autres chaperonines (Cong et al., 2010).

L’extraction et la purification de la CCT ont été l’objet de plusieurs études pour

comprendre et mettre en évidence son assistance dans le repliement des protéines in vitro.

Dans notre travail nous avons extrait et purifié la CCT à partir du lysat de réticulocytes

de lapins et du foie de mouton selon le protocole de Gao et al., 1992 modifié.
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L’information contenue dans l’ADN est retranscrite en ARNm puis en polypeptide.

Cette opération fait appel à la complémentarité moléculaire et au code génétique et aboutit à

la formation d’une protéine fonctionnelle. Le processus par lequel les protéines passent d’une

séquence linéaire à une structure tridimensionnelle native est complexe et fait intervenir un

certain nombre d’acteurs et dépendant du milieu environnant.

I. Chaperons moléculaires et repliement des protéines in vivo

Certaines protéines, même celles dont les ponts disulfures ont été rompus par des

agents dénaturants, sont capables de se replier spontanément comme l’ont démontré Christian

Anfinsen et son équipe (Anfinsen, 1973; Benhabilès, 2000). Il a longtemps été postulé que le

repliement d’une chaîne se faisait in vivo par les mêmes mécanismes que ceux démontrés in

vitro. Cette vue a été modifiée par la découverte des chaperons moléculaires (Ellis, 1992;

Jaenicke, 1993; Buchner, 1996; Clarke, 1996; Ellis, 1996). Les chaperons, par leur association

transitoire avec des protéines naissantes ou déstabilisées par un stress, sont capables

d’empêcher un mauvais repliement ou une agrégation. Par contre, elles ne semblent pas

pouvoir interagir avec les protéines natives ou se lier à une chaîne totalement dépliée. Elles

régulent la vitesse de repliement en agissant comme des catalyseurs mais ne paraissent pas

remettre en question le postulat d’Anfinsen selon lequel l’information nécessaire au

repliement est contenue dans la séquence primaire (Yon, 1997 ; Benhabilès et al., 2000).

I.1. Les chaperons moléculaires

Les activités et les fonctions biologiques d’un organisme vivant requièrent

l’intervention de protéines sous forme monomérique ou organisées en complexes

oligomériques. Sachant que pour une protéine donnée, il n’existe qu’une seule conformation

tridimensionnelle compatible avec une activité biologique, elle doit être capable de se replier

en une conformation appropriée ou de s’assembler avec d’autres protéines en un temps très

court (Zhang et al., 2002). Cette opération est rendue possible grâce à l’intervention de

cofacteurs protéiques connus sous le nom de chaperons moléculaires. Ce terme désigne toute

protéine intervenant pour aider d’autres protéines non natives à fin d’acquérir leurs

conformations natives (Vabulas, 2010). Cette classe de protéines comprend des familles,

hautement conservées à travers les espèces, qui ont un rôle crucial dans l’acquisition et le

maintien de la conformation native des protéines (Grantcharova et al., 2001). Leur mécanisme

de base est qu’elles reconnaissent les protéines non natives en se liant aux chaines
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polypeptidiques naissantes ou dépliées à travers des acides aminés hydrophobes exposés.

Elles préviennent, de ce fait, leur agrégation irréversible toxique pour la cellule (Zhang et al.

,2002). Par contre, elles ne semblent pas pouvoir interagir avec les protéines natives ou se lier

à une chaîne totalement dépliée (Benhabilès et al., 2000).

I.1.1. Classification des chaperons moléculaires

Les chaperons moléculaires sont subdivisés, selon leurs poids moléculaires, en six

principales familles ayant chacune une fonction et une distribution cellulaire distinctes (Ben-

Zvi & Goloubinoff, 2001). Il s’agit de Hsp110, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 et la famille des

petites Hsp. En dépit de leurs propriétés communes, chaque famille présente des particularités

se rapportant à leur mécanisme d’action, leur localisation intracellulaire, leur dépendance à

l’ATP comme substrat énergétique ou la nature inductible de leur expression.

I.1.1.1. La famille des Hsp110

Chez les mammifères, deux Hsp composent cette famille: Hsp105 et Hsp110. Ces

deux chaperons possèdent des caractéristiques structurales très proches de celle des membres

de la famille Hsp70, avec un domaine capable de lier et d’hydrolyser l’ATP. Chez la souris,

l’expression des Hsp110 est constitutive dans tous les tissus de l’organisme avec une forte

proportion dans le cerveau (Lee-Yoon, 1995). Son expression est fortement inductible lors

d’un stress thermique et elle est par exemple transloquée dans le nucléole où elle va participer

à la protection de l’assemblage des ribosomes lors d’un stress thermique. Elle est ainsi

fortement impliquée dans la résistance a l’hyperthermie et agit comme chaperon moléculaire

en agissant de concert avec d’autres Hsp (Oh et al., 1997; Gibert, 2010).

I.1.1.2. La famille des Hsp 90

Cette famille est essentielle à la survie des cellules eucaryotes, Hsp90 est l’une des

protéines les plus abondantes dans la cellule, puisqu’elle représente environ 1 % des protéines

totales (Csermely et al., 1998). Il s’agit d’une protéine globulaire constituée de trois

principaux domaines fonctionnels: un domaine N-terminal conservé au sein des membres de

la famille Hsp90 (Prodromou & Pearl., 2003). Ce domaine comprend la poche de liaison à

l’ATP (Prodromou et al., 1997). Un domaine central impliqué dans le recrutement des

protéines clientes. Enfin, un domaine C-terminal responsable de la dimérisation de Hsp90
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(Minami et al., 1994). Il comprend également un deuxième site de fixation de l’ATP (Soti et

al., 2002).

Dans les conditions physiologiques, Hsp90 peut se lier à de nombreuses protéines dites

clientes et former avec elles des complexes stables. Cette activité chaperon est régulée par

des Co-chaperons (Lanneau, 2010), en formant des complexes, de façon ATP- dépendante,

avec ses clientes, Hsp90 prévient leur agrégation. Il a été montré que des inhibiteurs directs ou

allostériques de la liaison à l’ATP ou de son hydrolyse compromettent grandement cette

fonction d’Hsp90 (Goetz et al., 2003). Le cycle fonctionnel de Hsp 90 peut être décrit comme

suit (Fig. 1): Le dimère d’Hsp90 a une conformation dite « ouverte » qui expose des résidus

hydrophobes du domaine central au solvant, permettant ainsi de lier ses substrats. La fixation

de l’ATP sur le domaine N-terminal induit, par la suite, des changements conformationnels

aboutissant à son rabattement en conformation «fermée» ce qui piège la protéine substrat.

L’hydrolyse d’ATP qui s’en suit induit d’autres changements conformationnels qui stabilisent

la protéine cliente. Ce mode de fonctionnement rappelle l’action d’une pince constituée par

les deux monomères d’Hsp90 (Pearl & Prodromou, 2006).

Figure1 : Modèle de l’activité chaperon d’Hsp90. Le dimère vacant est en conformation ouverte et peut lier une
protéine substrat. La fixation d’ATP par le domaine N-terminal induit des changements conformationnels qui
permettent de maintenir et protéger le substrat. L’hydrolyse de l’ATP induit le passage de la conformation
fermée à la conformation initiale ce qui provoque la libération du substrat (s) (Maurel, 2011).
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I.1.1.3. La famille des Hsp 70

Les Hsps de 70 kDa représentent une famille qui comprend différents membres

présentant un haut degré d'identité de séquence inter et intra-espèce (50% d'homologie entre

le gène humain HSP70 et son homologue DnaK chez E.coli (Escherichia Coli), et plus de

70% avec celui de la drosophile) (Hunt & Morimoto, 1985). La famille Hsp70 est représentée

au minimum par cinq protéines chez les mammifères. Certaines étant exprimées

constitutivement alors que d'autres sont strictement inductibles. Toutes possèdent une

structure commune qui contient deux domaines: une extrémité N-terminale hautement

conservée dotée d’une activité ATPase et une extrémité C-terminale moins conservée

permettant de fixer des peptides (Fig. 2). Les protéines de la famille Hsp70 ont en commun

une fonction de chaperon moléculaire; ils lient transitoirement des protéines immatures ou

dénaturées afin d’éviter qu’elles n’interagissent, entre elles ou avec d’autres composants

cellulaires, de manière inappropriée et évitant de la sorte une mauvaise conformation, une

agrégation ou une perte de fonction. Elles peuvent lier, par leur extrémité C-terminale, des

segments courts et linéaires de peptides ou de protéines non repliées (Feige & Polla, 1994). Le

cycle ATPasique des Hsp70 se fait selon le schéma réactionnel suivant: les polypeptides

interagissent transitoirement avec le domaine de liaison aux peptides de Hsp70, ce qui stimule

l'hydrolyse de l'ATP et mène à un changement de conformation de Hsp70, augmentant son

affinité pour le peptide. Ensuite, le peptide lié est relâché à la suite de l'échange de l'ADP avec

une nouvelle molécule d’ATP (McCarty et al., 1995). Ces interactions sont observées

transitoirement de 15 à 30 minutes après la synthèse d'une nouvelle protéine (Maurel, 2011).

Figure 2: Structures de HSP70, comporte deux domaines principaux un domaine de liaison à l’ATP

ABD (ATP Binding Domain) et Un domaine d’interaction peptidique PBD(Peptide Binding Domain)
en c-terminal riches en glycines et prolines comprenant un motif EEVD permettant la liaison avec d’autres

protéines Co-chaperons (domaine TPR( Tetratricopeptide Repeat)) (Lanneau, 2010).
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I.1.1.4. Les petites Hsp

Les protéines de choc thermique de faible masse moléculaire (sHsps) forment une

famille présente dans tous les organismes vivants, dont les représentants et les niveaux

d’expression varient d’une espèce à une autre. La famille des sHsps est celle qui présente la

plus grande hétérogénéité de structures parmi les différentes classes de Hsps. Les membres

appartenant à cette famille présentent une faible homologie de séquence (Kappe et al., 2002).

Elles sont cependant caractérisées par la présence d’une séquence commune d’une centaine

d’acides aminés appelée domaine α-cristallin. Il s’agit d’une séquence initialement observée 

chez les protéines du cristallin de l’œil des mammifères. En dépit de la haute variabilité tant

en taille qu’en séquence des sHsps, le domaine α-cristallin est très conservé au sein de cette 

famille (Ingolia & Craig, 1982). Cette caractéristique a permis d’identifier les derniers

membres de la famille des sHsps humaines, qui sont actuellement au nombre de dix (Maurel,

2011).

Les sHsps partagent deux principales caractéristiques biochimiques; Elles sont capables de

s’oligomériser pour former de larges complexes, dont le poids moléculaire atteint jusqu’à 800

kDa. L’interaction entre les domaines α-cristallins de deux unités forme un dimère, qui 

constitue la structure basique des complexes oligomériques. De plus, elles sont fortement

sujettes à une modification post-traductionnelle, la phosphorylation, qui régule leur capacité à

s’oligomériser, et par là, leur fonction biologique (Arrigo & Pauli, 1988; Bruey et al., 2000).

Les sHsps contribuent à la résistance au choc thermique (Landry et al., 1989) ainsi qu’à de

nombreux autres stress, notamment des agents anticancéreux, jouant ainsi un rôle fondamental

dans la survie cellulaire (Garrido et al., 1996; Garrido et al., 1997). Elles remplissent

également la fonction de chaperon moléculaire, tout comme les autres classes d’Hsp

précédemment décrites (Horwitz et al., 1992 ; Jakob et al., 1993). Les sHsps assemblées en

gros complexes de structure glomérulaire peuvent lier les protéines non natives avec une

haute affinité et les maintenir dans un état compétent pour le repliement ; il semble que

d’autres Hsps interviennent alors afin d’assister le repliement (Ehrnsperger et al., 1997; Lee et

al., 1997). Contrairement aux autres Hsps, les sHsps opèrent sans recours direct à l’hydrolyse

d’ATP (Lanneau, 2010).

I.1.1.5. La famille des Hsp 60
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Les protéines de choc thermique de 60 kDa ont d'abord été identifiées chez la bactérie,

sous le nom de GroEL, comme étant des protéines nécessaires à la croissance et à la

morphogenèse de la bactérie elle-même et à celles des bactériophages lambda et T4. Chez les

plantes, une protéine homologue a ensuite été identifiée dans le chloroplaste. Cette dernière

est requise pour l'assemblage correct des sous-unités de l'enzyme Rubisco(Ribulose bi

phosphate carboxylase mono oxygenase). De par leur rôle dans le repliement et l'assemblage

de protéines complexes, les membres de la famille Hsp60 ont été les premiers associés au

terme de « chaperons moléculaires » et sont connues sous le nom des chaperonines (Réty,

2011).

II. Les chaperonines

Les chaperonines ont été identifiés en 1988 comme étant un groupe spécifique des

chaperons et représentent une similitude en leurs séquences et en leurs propriétés cependant

ont identifié GroEL(Growth E-coli Large protein ) chez les procaryotes chez E.Coli, Rubisco

dans les chloroplastes chez les plantes et Hsp60 dans les mitochondries (Ellis, 1990; Hartl,

1996). Les chaperonines thermosomes des archaebactéries, et la CCT des eucaryotes ont été

identifié après GroEL (Valpuesta et al., 2005).

Les chaperonines sont des complexes protéiques oligomériques cylindriques constituées de

deux anneaux superposés délimitant une cavité centrale. Chaque anneau est composé de sept à

neuf sous-unités. Les chaperonines se subdivisent en deux groupes distincts (I et II) selon leur

homologie structurale. Le groupe I est retrouvé dans tous les organelles des eubactéries et

endosymbiotiques comme les mitochondrie, les chloroplastes et dans les organelles en

apparentés comme les hydrogénosomes et les mitosomes. Les chaperonines de groupe II sont

quant à elles présentes chez les archaebactéries et dans le cytosol des cellules eucaryotes

(Kabir et al., 2011)

Les chaperonines du groupe I sont caractérisées par des anneaux composés chacun de sept

sous-unités identiques. Chaque sous unité a une topologie à trois domaines: un domaine

équatorial qui comprend les résidus de contact inter anneaux et un site de fixation des

nucléotides. Un domaine apical qui comprend de sites de liaison et de reconnaissance des

substrats et d’effecteurs. Enfin d’un domaine intermédiaire dit charnière qui transmet la

communication allostérique entre les domaines équatoriaux et apicaux. Chez E. coli, les

chaperonines sont représentées par GroEL qu’est un complexe de 14 sous-unités. Elle
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encapsule le polypeptide dans sa cavité centrale dite «cage d’Anfinsen» et qui est recouverte,

par la suite, par le cofacteur heptamérique GroES(Growth E-coli small protein) (Fig. 3). Le

complexe GroEL-GroES n’associe pas aux ribosomes et n’intervient qu’à des stades tardifs

du repliement (Apetri & Horwich, 2008; Chaudhuri et al., 2009; Horwich et al., 2009, 2012).

Figure 3:la structure de complexe GroEL/GroES. Les deux anneaux de GroEL sont colorés individuellement,

l’anneau supérieur en vert et l’anneau inférieur en bleu, et le Co-chaperon GroES est indiqué en rouge. Les

domaines composant chaque sous-unité de GroEL sont indiqués dans chaque anneau le domaine apical est

indiqué en jaune le domaine intermédiaire est indiqué en violet et le domaine équatorial en marron (Chaudhuri

et al., 2009)

Le deuxième groupe de chaperonines est caractérisé par une symétrie d’ordres 8 ou 9. Ils sont

retrouvés chez les Archea (thermosome et TF55) et dans le cytosol des cellules eucaryotes

(CCT/TriC). Comme toutes les chaperonines, les membres du groupe II sont constitués par

deux anneaux identiques empilés délimitant une cavité centrale appelée chambre de

repliement. Dans le cas du thermosome, chaque anneau est constitué, selon l’espèce, soit par

l’alternance de deux type de sous-unités α et β ou par la répétition de la même sous-unité 

(Knapp et al., 1994; Waldmann et al., 1995; Archibald et al., 2001). L’anneau de TF55 est

quant à lui composé par l’alignement alternatif de neuf sous- unités α et β (Valpuesta et al.,

2002).

II.1. La chaperonine cytoplasmique CCT

La Chaperonine Cytoplasmique contenant le complexe testiculaire 1 CCT nommée

aussi TriC (Frydman et al., 1992) ou c-cpn (Gao et al., 1992), est un chaperon moléculaire

essentiel pour la croissance cellulaire. La CCT assiste le repliement des protéines dans le
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cytosol des cellules eucaryote (Archibald et al., 2001). Comme son nom l'indique, la CCT

contient la sous-unité α qui n’est autre que le complexe t polypeptide-1 abondamment 

exprimée dans les cellules germinales testiculaires et au stade précoce de la pré-implantation

embryonnaire (Silver et al., 1979).

II.1.1. Structure de CCT

Chaque annaux du complexe CCT compte huit sous-unités différentes notées CCTα 

(ou TCP-1), β, γ, δ, ε, ζ, η et θ, de poids moléculaires allant de 52 à 65 kDa avec un nombre 

d’acides aminés compris entre 531 et 556. les sous- unités de la CCT sont arrangées dans un

anneau dans le sens horaire suivant : α, ε, ζ, β, γ, θ, δ et η (Liou & Willison, 1997; Dekker et

al., 2011; Kabir et al., 2011; Leitner et al., 2012;) (Fig.4).

Figure 4: La représentation schématique de la structure de la CCT et l’orientation de ses sous-unités qui est
dans le sens horaire selon le model proposé par Liou et Willison en 1997 (Kabir et al., 2011).

La structure atomique de la CCT révèle que ses sous unités ont une architecture commune;

elles sont constituées de trois domaines structuraux: apical, intermédiaire et équatorial (Fig. 5)

(Pappenberger et al, 2002; Spiess et al., 2004).

1. Le domaine équatorial

Ce domaine est le plus conservé et le plus étendu des trois domaines. Il assure la plupart

des interactions intra et inter anneau et comprend le site de liaison et d’hydrolyse de l’ATP

(Archibald et al., 2001).
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2. Le domaine intermédiaire

Celui-ci relie le domaine équatorial au domaine apical à la façon d’une charnière

amovible. Il permet le mouvement du domaine apical en préservant le domaine équatorial

(Roseman et al., 1996; Xu et al., 1997; Llorca et al., 1997).

3. Le domaine apical

Le domaine apical est constitué d’un noyau globulaire et d’une saillie hélicoïdale. Il est

considéré comme le premier couvercle de la chaperonine. Il englobe l’ouverture des annaux et

comprend tout les résidus hydrophobes nécessaires à la reconnaissance, la liaison et la

libération des protéines substrats. Ces séquences sont les moins conservées dans les

organismes eucaryotes (Kim et al., 1994; Archibald et al., 2000; Neirynck et al., 2004). Des

résidus invariables dits de « signature » occupent des positions particulières à la face interne

du domaine apical et juste au dessous de la saillie hélicoïdale. Significativement c’est la

région du domaine apical qui semble avoir un contact avec l’actine et la tubuline (Llorca et

al., 1999,2000). La saillie hélicoïdale joue un rôle dans la fermeture de la cavité de la CCT

qui s’ouvre lorsque l’ATP se lie. Certains résidus situés à sa partie N-terminale peuvent servir

comme charnière flexible permettant divers interactions inter-sous–unités au cours des

différents étapes du cycle fonctionnel de la CCT mais aussi assurent la liaison de substrats

spécifiques (Bosh et al., 2000; Gutsch et al., 1999; Neirynck et al., 2004)
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Figure 5: Structure atomique d’une sous unité de la CCT illustrant ses trois domaines. Le domaine apical est en
rouge, le domaine intermédiaire en jaune et le domaine équatorial en bleu. (Speiss et al.,2004)

II.1.2. Le mécanisme réactionnel de la CCT

Le processus de repliement des protéines dénaturées ou mal repliées assuré par la CCT

est dépendant de la présence de l’ATP. L’affinité de la CCT pour les protéines cibles dépend

de la présence de l’ATP ou de l’ADP; le complexe ATP-CCT a moins d’affinité pour ces

protéines là que le complexe ADP-CCT. Le passage d’une forme à l’autre est régulé par

l’hydrolyse de l’ATP en ADP. Le repliement d’une protéine se fait alors selon le schéma

réactionnel minimal suivant: La CCT lie les protéines au niveau des domaines apicaux ce qui

engendre un changement de conformation permettant l’ouverture des anneaux et

l’encapsulation de ces dernières ce qui permet le repliement du polypeptide par un mécanisme

mal connu et requière sa forme normal (Fig. 6). L’hydrolyse de l’ATP en ADP régénère le

complexe ADP-CCT qui peut intégrer à nouveau un autre cycle de repliement (Melki et al.,

1997).
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Figure 6: Cette figure montre un modèle hypothétique pour le mécanisme de repliement de protéines

possédant un domaine C-terminale dépendant de CCT(TRiC).Le repliement de 3domaine N-terminale

indépendant de TRiC(CCT) est Co-traductionnelle qui est probablement aidé par le ribosome associé au

chaperon ou au Hsp70. Le polypeptide non natif qui contient le C-terminal dépendant de CCT (TRiC) est

transféré vers cette dernière avec l’hydrolyse de l’ATP en ADP .Ensuite l’encapsulation du polypeptide et son

repliement dans un environnement physique spécial dans la cavité de la CCT(TRiC), toutefois l’ouverture de la

cavité et libération du polypeptide natif et du Pi à partir de sous-unités du CCT et la reformation du complexe

ADP-CCT qui peut intégrer à nouveau un autre cycle e repliement (Melki et al., 1997).

II.1.3. Mécanisme allostérique de la CCT

L’hydrolyse de l’ATP par la CCT à différentes concentrations montre une transition

allostérique qui se traduit par deux coopérativités; une coopérativité positive intra-anneau et

une coopérativité négative inter-anneau (Yifrach & Horovitz, 1995; Kafri et al., 2001; Kafri

& Horowitz, 2003). Cette coopérativité induit la production d’une particule asymétrique dont

les anneaux ont une conformation légèrement différente (Leroux & Hartl, 2000) qui empêche

la liaison de l’ATP dans l’anneau opposé en engendrant un

mouvement important dans les domaines apicaux et équatoriaux (Llorca et al., 1999). En

absence d’ATP, les deux annaux de la CCT présentent une forme et une taille équivalentes
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mais en présence d’ATP un annaux devient plus fermé tandis que l’autre plus ouvert à

l’ouverture du cylindre (Kubota, 2002).

II.1.4. Les substrats de la CCT

La CCT à l’opposé de son homologue bactérien GroEL est composée de différentes

sous unités. Cette hétérogénéité réside dans leurs domaines apicaux qui comportent un site de

liaison aux substrats (Kim et al 1994). Des études biochimiques suggèrent que chaque sous

unité contribue à la reconnaissance de motifs spécifiques au niveau de chaque substrats de la

CCT et possède des sites de liaisons uniquement pour les motifs polaires de certains protéines

cellulaires (Feldman et al., 1999; Llorca et al., 2000; Hynes & Willison, 2000; McCormack

,2001). Cependant des expériences ont montré que la CCT interagit avec ces substrats via des

régions bien définies (Kabir et al., 2011). De ce fait, il a été dressé une liste de substrats

physiologiques que la CCT reconnait par divers mécanismes impliquant des interactions

hydrophobes ou électrostatiques. Parmi ces substrats, on retrouve principalement les protéines

du cytosquelette actines et tubulines, le suppresseur de tumeur de VHL et de nombreuses

autres protéines telle que la luciférase (Frydman et al., 1994), l’α-transducine (Farr et al.,

1997), la cycline E (Won et al., 1998), et la myosine (Hynes & Willison, 2000; Rommelaere

et al., 1999).
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II.5. But du travail

Le but de ce travail est de s’initier aux techniques de base dans l’étude des protéines à

savoir la chromatographie échangeuse d’ions, l’électrophorèse en condition dénaturantes, le

dosage des protéines par méthodes spectrophotométriques et colorimétriques ainsi qu’à la

manipulation et à la préparation de différents types de tampons et solution en passant par

l’utilisation du petit matériel de laboratoire (pH-mètre, centrifugeuse, spectrophotomètre,

balance,..etc.). De même que l’un des objectifs de ce travail est d’apprendre à optimiser et à

adapter un protocole expérimental selon les moyens disponibles au laboratoire ainsi qu’aux

conditions.

Nous avons pour cela choisi de purifier un chaperon moléculaire, la chaperonine

cytoplasmique CCT, très abondante dans les cellules eucaryotes qu’elles soient soumises à un

stress ou pas (non inductible par le stress) à partir de deux sources ; le lysat de réticulocytes

de lapins et le foie de mouton. Pour cela nous avons quelques peu adapté le protocole de

purification en fonction des moyens mis à notre disposition. Nous avons par exemple adapté

le volume des colonnes pour de faibles volumes d’échantillons et sans apport de pression car

nous ne disposions pas de colonnes pour la chromatographie et pas de FPLC (Fast Protein

Liquid Chromatograhy), ce qui nous a obligé à contrôler tous les paramètres de purification de

façon manuelle (débit de la colonne, mesure des densités optiques, mesure des volumes des

fractions et des tampons,…etc.).
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I. La purification de la CCT

Pour purifier la chaperonine cytoplasmique CCT, nous avons utilisé une résine

échangeuse d’anions la Q-Sepharose®. La CCT ayant un pHi global d’environ 6,1 (Kubota et

al., 1994), elle comporte donc une charge négative à pH 7,2 (pH recommandé par le protocole

de Gao et al., 1992 pour réaliser cette chromatographie).

Dans un premier temps, le lavage de la résine a permit d’éliminer des molécules non chargées

et celles qui portent des charges positives des extraits bruts. C’est par exemple le cas de

l’hémoglobine qui constitue la protéine majoritaire dans le lysat de réticulocytes de lapins et

dont le pHi est aux environs de 6,9.

Dans un second temps, l’élution avec le tampon B riche en ions chlorure (Cl-) permet de

détacher les protéines liées en interagissant avec le groupement alkyle ammonium quaternaire

(RN4
+).

I.1. Analyse du chromatogramme de purification de la CCT à partir de l’extrait de foie:

Sur le graphe en figure 8, nous avons retranscrit les densités optiques à 280 nm des

fractions recueillies en sortie de colonne à partir du lavage à l’aide du logiciel aspect plus.

L’élution des protéines s’est faite grâce au gradient de concentrations de MgCl2 qui s’est créé

en faisant passé successivement dans la colonne du tampon A puis du tampon B. Le

chromatogramme que nous avons obtenu a le profil caractéristique de la purification de la

CCT marqué par deux pics successifs; le premier correspond, au fait, à un chevauchement de

deux pics: l’un du à l’élimination des protéines non fixées sur la résine et l’autre à l’élution

des protéines liées à la résine. Le second pic qui apparaît plus tardivement correspond

probablement aux acides nucléiques qui à pH 7,2 portent des charges négatives.

I.2. Analyse du chromatogramme de purification de la CCT à partir du lysat de

réticulocytes de lapins:

Pour le lysat de réticulocytes de lapins, les résultats de la purification de la CCT sont

retranscrits dans le chromatogramme en figure. 7. Ici nous remarquons que le profil est

différent de celui que l’on a obtenu sur l’extrait de foie de mouton. En effet, sur ce

chromatogramme nous constatons la présence d’un pic majeur à partir de la fraction 10 qui est

vraisemblablement dû à l’élution des protéines liées à la résine et l’absence du pic tardif. Ceci

peut être expliqué par le fait que les réticulocytes sont des cellules anucléés qui possèdent
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quelques résidus d’ARN. De plus, le lysat a été débarrassé de la principale source d’acides

nucléiques à savoir les globules blancs par centrifugation.

II. Évaluation des quantités de protéines purifiées

Nous avons dosé les protéines des extraits brutes ainsi que des fractions supposées

pures par la méthode de Bradford en utilisant l’équation d’une droite d’étalonnage de BSA.

Les résultats indiquent que nous avons récupéré des quantités appréciables de protéines

comme le montrent les tableaux ci-dessous et que la chromatographie échangeuse d’anion que

nous avons réalisé nous a permis d’obtenir des fractions concentrées notamment celles

extraites du foie.

Tableau III: résultats du dosage des protéines totales sur quelques fractions du lysat de

réticulocytes de lapins

Fraction Extrait brut F11 F12 F14

Concentration en protéines mg/ml 48 22 21 22

Tableau IV: résultats du dosage des protéines totales sur quelques fractions de l’extrait de

foie de mouton

Fraction Extrait brut F14 F15 F24

Concentration en protéines mg/ml 80 93 36 92
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Figure 7: Chromatogramme de purification de la chaperonine cytoplasmique à partir du lysat de réticulocytes de

lapins. Représentant la variation des DO en fonction du nombre de fractions. De F1àF9, il s’agit des fractions de

lavage avec le tampon A d’ un volume de 4,5ml. Ces fractions ont des DO comprises entre 0 et 0,05 U.A. de F10

à F30 s’agit des fractions d’élution avec le tampon B un volume de 10ml. Le débit de la colonne est de

500µl/30s.

Figure 8: Chromatogramme de purification de la chaperonine cytoplasmique CCT à partir d’un extrait de foie de

mouton. Représentant la variation des DO en fonction de fraction et leur débit. De F1 à F10 s’agit des fractions

de lavage avec le tampon A. Ces fractions ont des DO comprises entre 0 et 0,13 UA. De F11 à F30 s’agit des

fractions d’élution avec un volume de 10ml de tampon B. le débit de la colonne est de 500µl/30s.
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La dernière étape de notre expérience a consisté à vérifier la pureté des fractions se trouvant

aux centres des pics d’élution par rapport aux extraits brutes. Pour cela nous avons réalisé une

SDS-PAGE à 12%. Sur le gel que nous avons obtenu (Fig. 9) nous constatons après

coloration au bleu de Coomassie et décoloration que le passage à travers une colonne de Q-

Sepharose a permis d’éliminer une grande partie des protéines présentes dans l’extrait brut

clarifié. Nous remarquons cependant que le nombre de bandes présentes sur l’extrait brut du

foie est bien plus supérieur que celui du lysat de réticulocytes de lapins. Nous pouvons

expliquer cela par le fait que le foie est un organe qui comporte une plus grande variété de

protéines par rapport aux réticulocytes. Sur les pistes correspondantes au lysat de réticulocytes

de lapins et à ses fractions d’élutions (1, 2, 3 et 4), nous remarquons une diminution

progressive du nombre de bandes présentes mais aussi de l’intensité de celles qui subsistent.

La bande située entre 75 et 50 kDa reste stable et ne diminue d’intensité que légèrement. Ces

observations sont aussi valables pour les pistes correspondantes à l’extrait de foie de mouton

et de ses fractions d’élutions (5, 6, 7 et 8). Toutefois, nous constatons que sur la piste 8 la

fraction ne contient quasiment plus de protéines or la densité optique à 280 nm et le dosage de

Bradford donnent tous deux des valeurs élevées. Les acides nucléiques absorbent aussi dans

l’ultraviolet à des longueurs d’ondes proches de celles des protéines, leur présence peut dès

lors fortement impactées les valeurs de densité optiques à 280 nm, ce qui expliquerait la

valeur de la densité optique de la fraction 24. Pour appuyer ce fait il aurait fallu mesurer la

densité optique à 260 nm et calculer le ratio DO280/DO260.

Sur les pistes correspondantes au lysat de réticulocytes de lapins et à ses fractions d’élution, il

est également observé une bande contaminantes qui s’estompe légèrement et dont le poids

moléculaire avoisine les 70 kDa. Selon la littérature sur sujet, il s’agirait vraisemblablement

de Hsp70. Cette famille de chaperons est fortement inductible par le stress et largement

présente dans le lysat de réticulocytes du fait du traitement subit par les lapins (injection de

phénylhydrazine). Cette bande est faiblement visible sur les pistes relatives au foie.

Vers les 90 kDa, se trouve une bande assez diffuse et qui s’estompe au fur et à mesure dans

les pistes relatives au lysat de réticulocytes de lapin mais assez marquée et disparaît au lavage

dans celles relatives au foie. Là encore, il s’agirait d’un autre type de chaperons moléculaires,

Hsp90 abondamment exprimée dans le foie (Myung et al., 2004).
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Dans l’ensemble des pistes, nous remarquons la présence d’une bandes de faible poids

moléculaire qui s’estompe après lavage et élution. Il s’agit probablement de produits de

dégradation de différentes sortes de protéines.

Du fait de la forte quantité de protéines que nous avons déposé dans les puits de gels, il n’a

pas été possible de distinguer les bandes caractéristiques du profil de migration de la

chaperonine CCT et qui sont au nombre de 5. En effet, la CCT comprend 8 types de sous-

unité différentes de poids moléculaires allant de 52 à 65 kDa (Kubota et al., 1994) que l’on

peut aisément distinguer.

Figure 9 : Comparaison des profils de migration de protéines sur gel SDS-PAGE à 12% contenues dans

différentes fractions de purification de la chaperonine CCT. À partir d’un lysat de réticulocytes de lapins

(pistes1, 2, 3 et 4) correspondant aux fractions (extrait brut, 11, 12, 14) et d’un extrait de foie de mouton (pistes

5, 6, 7 et 8) correspondant aux fractions (extrait brut , 14, 15 ,24 )dans chaque puits nous avons déposé 20µl

d’échantillon. La piste PM correspond au marqueur de poids moléculaire dans laquelle nous avons déposé 7µl.

Les zones encadrées en rouge, représentent les bandes d’un poids moléculaire d’environ 60 kDa qui

correspondrait à de la CCT, la zone encadrée en move représente des bandes d’un poids moléculaire d’environ

70kDa qui correspond à la Hsp70. La zone encadrée en jaune représente les bandes qui se situent entre 75 et 100

kDa qui correspond à la Hsp90. Les autres bandes qui apparaissent notamment dans les pistes des extraits bruts
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correspondent à la présence d’autres protéines. La ligne bleue en bas du gel indiquée par la flèche noire

correspond au front de migration.

Pour appuyer nos résultats de SDS-PAGE nous avons déterminé les poids moléculaires des

protéines qui constituent les bandes d’intérêt et ce en utilisant les standards du poids

moléculaires. La droite d’étalonnage que nous avons obtenu en rapportant le logarithme des

poids moléculaires à rapport frontal des protéines ont montré que les protéines des bandes

encadrées en rouge, move et jaune ont des poids moléculaires respectivement de 58,5 et 61,5,

78,6 et 91,2 kDa et qui ont migré à des distances respectives de 5,8et5.5, 4,8 et 4,2 cm.

Figure 10: évaluation des logarithmes des poids moléculaires des protéines en fonction du rapport frontal de

leurs distances relatives.
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Résumé

Les chaperons moléculaires assistent le repliement des protéines et sont classés en plusieurs

familles en fonction de leurs poids moléculaires. On retrouve parmi eux la famille de Hsp60 à

laquelle appartient la chaperonine cytoplasmique CCT.

La CCT est un complexe oligomérique composé de deux anneaux empilés composé chacun de

huit sous- unités différentes. Elle interagit avec des polypeptides naissants ou mal repliés

parmi lesquels les actines et les tubulines ou encore des protéines oncogéniques comme le

suppresseur de tumeur de Von Hippel Lindeau (VHL).

La CCT a été extraite et purifier à partir de deux sources différentes : le lysat de réticulocytes

de lapins et le foie de mouton dans des conditions que nous avons optimisé par

chromatographie échangeuse d’anions Q-Sepharose. Les résultats de l’électrophorèse sur gel

dénaturant SDS-PAGE 12% que nous avons réalisé montre que le protocole que nous avons

suivi permet d’éliminer une majorité de protéines contaminantes et d’obtenir la chaperonine

cytoplasmique sous une forme assez pure.

Mots clés : chaperonine cytoplasmique CCT, lysat des réticulocytes de lapins, foie de

mouton, Q-Sepharose, SDS-PAGE.
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