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La fonction d’une protéine est portée par sa structure tridimensionnelle. Les régles de traduction de 1’information encodée dans
I’ADN en une séquence d’acides aminés sont connues. Par contre les régles qui permettent a une séquence d’acides aminés
de se replier en une structure tridimensionnelle univoque sont actuellement inconnues. La rapidité des phénomeénes mis en
jeu rend I’étude expérimentale difficile par les méthodes biophysiques. Différentes approches théoriques ont été ¢laborées
avec plus ou moins de succes. Aucune actuellement ne décrit de fagon correcte les mécanismes mis en jeu. Nous présentons
ici les différentes hypothéses émises dans la littérature concernant les étapes précoces du repliement des protéines solubles.
Mots-clés. Repliement des protéines, structure primaire, structure secondaire, structure tertiaire, hydrophobicité, relations
structure-fonction.

Mechanisms of folding of soluble proteins. The function of a protein is carried out by its three-dimensional structure. The
rules for translation of the information encoded by DNAinto an amino acid sequence are well known. On the other hand, the
rules governing the folding of an amino acid sequence into an univocal three-dimensional structure are still unknown. The speed
at which this phenomenon takes place makes the experimental investigations difficult using biophysical methods. Various
theoretical approaches have been set up with more or less success. None, nowadays, describes in a right way, the mechanisms
involved. We present here the various hypotheses found in the literature about the early steps of the folding of soluble proteins.
Keywords. Protein folding, primary structure, secondary structure, tertiary structure, hydrophobicity, structure-function

relationships.

1. INTRODUCTION

Les cellules sont en grande partie constituées de protéines

qui représentent environ la moitié de leur poids sec.

Une protéine est un polymeére linéaire combinant 20

acides aminés naturels, aux propriétés chimiques diffé-

rentes. Ces polymeres complexes ont la charge d’assurer

des roles variés et vitaux dans tous les organismes :

— un role structural (comme I’actine, le collageéne,
I’¢lastine, etc.) ;

— un role de reconnaissance moléculaire et de catalyse
(systémes antigene-anticorps, hormones, récepteurs
membranaires, enzymes, etc.).

La fonction de chaque protéine est portée par sa
structure tridimensionnelle qui résulte de I’enchainement
des acides aminés et de la nature de chaque acide
aminé. Schématiquement, la s€équence puis la structure
3-D d’une protéine sont 1’aboutissement de la
réplication, la transcription et la traduction du génome.
Dans la cellule, les chaines polypeptidiques naissantes
sont synthétisées de facon séquentielle par le ribosome
(Moore, 1997) de D’extrémité N vers I’extrémité C.

C’est I’étape de traduction de I’information génétique
contenue dans I’ADN. Ensuite, en un temps qui varie
de quelques microsecondes a quelques secondes, la
protéine se replie (seule ou grace a 1’aide de protéines
chaperonnes) en une structure tridimensionnelle.

Si les regles de traduction qui permettent de passer
de ’ADN a la structure primaire de la protéine sont
connues, les mécanismes expliquant le repliement des
protéines divergent et décrivent de fagon imprécise
différentes étapes qui menent a la structure native. En
effet, la rapidit¢ des phénomeénes de repliement
(Karplus et al., 1995 ; Baldwin, 1996a) rend leur étude
expérimentale difficile par des méthodes de biophy-
sique (Kataoka, Goto, 1996 ; Plaxco, Dobson, 1996).
D’autre part, le fait que les travaux expérimentaux
soient menés essentiellement in vitro (Deleu et al.,
1998), pose le probléme de définir en quoi le
repliement généré in vitro ressemble ou differe du
repliement in vivo. Par exemple, que la ribonucléase
se renature spontanément dans un tube a essai
(Anfinsen et al., 1961) ne signifie pas pour autant que
les gradients ioniques et la machinerie cellulaire ne
soient pas impliqués dans son repliement in vivo.
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Le repliement des protéines peut étre analysé de
deux fagons distinctes (Freedman, 1992) : I'une infor-
mative, contenue dans le code de la séquence et I’autre
mécanique, avec la description de la cinétique et de la
thermodynamique des processus qui décrivent 1’évo-
lution de la protéine au cours du repliement. Nous
insisterons sur la partie “mécanique” du repliement.

De nombreuses informations ont pu étre déduites
des expériences menées in vitro sur les protéines. Elles
sont d’une importance considérable pour comprendre
les regles principales du repliement.

Selon Anfinsen (1973) “toute 1’information
nécessaire pour obtenir la conformation native d’une
protéine dans un environnement donné est contenue
dans I’enchainement des acides aminés”. Ceci suggére
que le repliement soit sous controle thermodynamique
(Anfinsen, Scheraga, 1975). Tanford (1970) a analysé
les constantes apparentes de vitesse et montre que le
repliement des petites protéines constituées de mono-
domaine est sous contrdle thermodynamique.

Le nombre de conformations qu’une chaine poly-
peptidique peut adopter devrait étre égal a mn, avec n
le nombre d’acides aminés contenus dans la séquence
et m le nombre de structures possibles pour chaque acide
aminé (13 structures secondaires différentes au mini-
mum). Une recherche aléatoire de la structure d’énergie
la plus basse a travers toutes les structures possibles
nécessiterait un temps gigantesque non compatible avec
celui mesuré in vivo ou in vitro pour que la protéine se
replie. C’est le paradoxe de Levinthal (Levinthal, 1968).
Wetlaufer (1973) a calculé qu’une chaine polypeptidique
de 100 acides aminés prendrait 1085 secondes (soit
3,17.1075 siecles) pour explorer toutes les configu-
rations possibles. On en déduit qu’une recherche
simplement aléatoire est impossible. En suggérant
I’existence d’un contrdle cinétique, Levinthal propose
la formation simultanée de petits noyaux structurés
dans plusieurs régions d’une méme chaine polypep-
tidique qui initieraient et accélereraient le repliement.

Les deux hypotheses, thermodynamique et ciné-
tique, ont longtemps été sujettes a controverses
(Finkelstein, Ptitsyn, 1987 ; Camacho, Thirumalai,
1993), certains auteurs comme Anfinsen affirmaient
que le repliement ne pouvait étre que thermodynamique
alors que d’autres, comme Levintha (1968) ou
Wetlaufer (1973), proposaient un contréle cinétique.
Dans les deux cas, les interactions a moyennes et
longues distances peuvent initier les processus de
repliement, en réduisant le nombre de conformations
possibles. Les contraintes stéréochimiques, en limitant
le nombre de voies de repliement pour chaque séquence,
semblent jouer le méme role. Ces événements resteraient
compatibles avec le paradoxe de Levinthal (Ptitsyn,
Finkelstein, 1980 ; Chothia, 1992 ; Finkelstein, Ptitsyn,
1987 ; Blundell, Johnson, 1993 ; Alexandrov, Go,
1994 ; Orengo et al., 1994 ; Wang, 1996).
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Il semble que I’on puisse poser I’hypothése que les
mécanismes qui dirigent le repliement des protéines
globulaires sont sous contréle mixte : cinétique et
thermodynamique (Camacho, Thirumalai 1993 ; Guo,
Thirumalai, 1996).

Le postulat de Levinthal peut aussi étre illustré en
termes de paysages énergétiques (Energy Landscape)
par le concept de repliement en entonnoir (Folding
Funnel) proposé par le groupe de Wolynes (Bryngelson
et al., 1995 ; Socci et al., 1998) et repris plus récemment
par Chan et Dill (1998). Dans ce concept, les auteurs
décrivent le comportement thermodynamique et
cinétique de la transformation d’un ensemble de
structures correpondant a [’état dénaturé d’une
protéine vers son état natif unique (Figure 1). Tandis
que le repliement de la structure progresse vers 1’état
natif, le nombre de conformations a explorer diminue.
Le processus qui conduit la structure de 1’état initial
(structure aléatoire) vers 1’état final de la protéine (état
natif) est exergonique.

Une grande variété¢ de comportements de repliement
émerge de ce paysage ¢énergétique (Figure 1), elle
dépend des parameétres énergétiques et des conditions
expérimentales (Wolynes et al., 1995) : Wolynes et al.
ont suggéré que la vitesse du repliement est diminuée
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Figure 1. Repliement en entonnoir schématique d’une
protéine. La largeur de I’entonnoir représente 1’entropie, la
profondeur, 1’énergie — “Folding funnel ” of a protein. Width
and depth respectively represent entropy and energy.
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par la présence de puits intermédiaires sur la surface
énergétique. Chaque puits correspond a un minimum
énergétique local peuplé par une population d’inter-
médiaires “stables”. Les auteurs décrivent que la descente
vers le fond de I’entonnoir s’accompagne d’une
diminution de I’entropie de la chaine polypeptidique.
Plus la pente est raide, plus le repliement sera rapide.

On admet a I’heure actuelle que le repliement de la
structure 3-D de la plupart des protéines est sous
controle thermodynamique et que 1’état natif est atteint
grace a la formation d’intermédiaires partiellement
structurés dont la formation est sous contréle cinétique
(Sali et al., 1994a ; Ballew et al., 1996a).

2. QUELS SONT LES DIFFERENTS MODELES
DE CHEMINS DE REPLIEMENT ?

On distingue schématiquement :

— Les modéles construits a partir de considérations
théoriques (Karplus, Weaver, 1976; Bryngelson,
Wolynes, 1987; Karplus, Weaver, 1994; Dill et al.,
1995; Karplus, Sali, 1995). Avec les nouvelles
approches théoriques sur les mécanismes du
repliement, expérimentateurs et théoriciens ont mis
en commun leurs informations pour proposer des
modeles. Les théoriciens travaillent sur des modeles
avec des fonctions de potentiels simples (Levitt,
Warshel, 1975 ; Taketomi et al., 1988 ; Skolnick,
Kolinski, 1990 ; Godzik etal, 1992 ; Dagget,
Levitt, 1993 ; Kolinski, Skolnick, 1994 ; Sali et al.,
1994b). Les résultats obtenus sont prometteurs
(pour une revue voir Pande et al. (1998)).

— Les mod¢les fondés sur des observations expéri-
mentales (Baldwin, 1975 ; Kim, Baldwin, 1982 ; Guo,
Thirumalai, 1995 ; Daggett et al., 1996 ; Viguera
et al., 1996 ; Fersht, 1997; Matagne, Dobson, 1998)
sont proposés sur base d’études menées en
enzymologie, biochimie, biologie moléculaire et
biophysique.

2.1. Quels sont les modéles de repliement proposés
dans la littérature ?

Un certain nombre de modéles seront présentés
brievement afin de faire le point sur les différents
mécanismes qui sont proposeés :

Le modéle de nucléation-condensation (Zimm, Bragg,
1959 ; Lifson, Roig, 1961 ; Wetlaufer, 1973 ; Matheson,
Scheraga, 1978 ; Fersht, 1995a; Guo, Thirumalai,
1997). 11 inclut une étape de nucléation suivie par une
propagation rapide de la structure. L’étape limitante
est le processus de nucléation. Ce modéele, sensé
représenter les premiers résultats cinétiques, prend en
compte la coopérativité du repliement.
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Le modéle de diffusion-collision, propos¢ par Karplus
et Weaver (1976). La nucléation intervient simulta-
nément en plusieurs points de la chaine polypeptidique
et génere des structures qui diffusent puis coalescent
jusqu’a former des microstructures ayant une
conformation native. Ces microstructures ont une durée
de vie controlée par la diffusion, et le repliement d’une
chaine de 100 ou 200 acides aminés peut avoir lieu en
moins d’une seconde. Selon ce modele, le repliement
intervient en passant par plusieurs étapes de diffusion-
collision. Le statut du modele de diffusion-collision a
été réévalué a la lumicre de données expérimentales
récentes (Karplus, Weaver, 1994).

Le repliement séquentiel et hiérarchique. Plusieurs
segments de structures sont formés et assemblés a diffé-
rents niveaux suivant un chemin de repliement unique
(Baldwin, 1975 ; Kim, Baldwin, 1982). Schulz (1977)
a proposé¢ une hiérarchie dans le repliement des protéines
correspondant aux structures primaire — secondaire —
tertiaire — et éventuellement quaternaire. Dans ce modele,
le premier événement, la nucléation, est suivi par la
formation des structures secondaires qui s’associent
pour former des superstructures secondaires, puis des
domaines et éventuellement un monomere actif. L’asso-
ciation entre les sous-unités des protéines oligomériques
se ferait a I’étape finale du processus de repliement.

Un modéle modulable de repliement a été proposé
en considérant la structure 3-D des protéines.
Wetlaufer (1981) considére les domaines comme des
unités de repliement (Folding Units) ; il suggére que
les sous-domaines pourraient se replier de facon
indépendante en formant, comme intermédiaires de
repliement, des modules structuraux qui s’assemblent
pour donner la structure native (Chothia, 1984).

Le modeéle Framework (Ptitsyn, 1991) pose comme
hypothése que la structure secondaire est formée a une
étape précoce du repliement (avant la structure 3-D).

Le modéle d’effondrement (collapse) hydrophobe
implique que le premier événement du repliement des
protéines est un collapse hydrophobe ayant lieu avant
la formation des structures secondaires (Levitt,
Warshel, 1975 ; Dill 1990). Ce collapse (Kauzmann,
1959) conduirait au repliement des protéines et a la
stabilisation de la structure 3-D. L’enfouissement des
résidus hydrophobes peut avoir lieu dans les étapes
précoces du repliement.

Le modele de la fermeture éclair hydrophobe
(Hydrophobic Zipper), proposé par Dill et al. (1993)
suggere que la formation de segments de structures
secondaires est simultanée a la formation du collapse
hydrophobe.
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Le modéle du Jigsaw Puzzle (Harrison, Durbin,
1985) : le repliement est considéré comme un
assemblage en puzzle avec existence de plusieurs
chemins menant a une solution unique. Les
intermédiaires du lysozyme se réarrangeraient pour
générer un globule fondu a partir duquel la protéine
native se formerait en une ou plusieurs étapes
séquentielles, en suivant le Jigsaw Puzzle. Ce mod¢le
présente des similarités avec celui de Karplus et
Weaver (1994). L’identification d’intermédiaires
représente une description cinétique plutét qu’une
description structurale, chaque intermédiaire étant
constitu¢ d’especes hétérogeénes. Le modele duJigsaw
Puzzle apporte un éclairage nouveau car on a
longtemps postulé (Baldwin, 1975 ; Kim, Baldwin,
1982 ; Jaenicke 1987) que le repliement des protéines
suivait un chemin unique en passant par la création
séquentielle d’intermédiaires instables le long de ce
chemin.

Ces différents modeles ont été construits a partir de
résultats expérimentaux. Comme on peut le constater,
il n’y a pas de consensus sur les modeles de repliement
proposés dans la littérature. On peut simplement dire
qu’a la lumiére de telle ou telle expérience, un modele
parait plus crédible qu’un autre pour illustrer le ou les
chemins de repliement.

2.2. Que se passe-t-il pendant le repliement ?

Les études cinétiques ont permis de montrer 1’exis-
tence de structures intermédiaires instables (Wetlaufer,
Ristow, 1973 ; Creighton, 1984 ; Sancho, Fersht,
1992 ; Weissman, Kim, 1992 ; Pecorari et al., 1993 ;
Fersht, 1995c¢). Néanmoins, il faut se repérer dans un
schéma a un ou plusieurs chemins de repliement et
puis, comme ces especes transitoires forment des états
trés peu peuplés en équilibre rapide avec d’autres
populations structurales, il faut pouvoir obtenir des
informations sur la structure 3-D de ces intermédiaires.

On a pu, pour quelques protéines, accumuler des
états transitoires du repliement, a bas pH ou par
ingénierie génétique. Ces études ont permis de proposer
I’existence de plusieurs étapes pour le repliement. Une
étape précoce de cinétique rapide et une étape tardive
de cinétique lente, responsable des réarrangements
structuraux.

Les éveénements précoces. Les méthodes expéri-
mentales (Ballew et al., 1996a ; Williams et al., 1996)
ont permis de poser des hypothéses sur la fagon dont
pourraient se former les intermédiaires de repliement.

De nombreuses méthodes de biophysique permettent
d’obtenir des informations sur les intermédiaires de
repliement (Tableau 1). On peut citer successivement
les méthodes de cinétiques rapides (Notling ef al.,
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1995 ; Ballew et al., 1996b) (Stopped Flow et T-jump),
le dichroisme circulaire, la RMN (Bai et al., 1995 ;
Shortle, 1996 ; Chamberlain, Marqusee, 1997; Clarke
etal., 1997) (associée a des échanges rapides
hydrogene-deutérium, par exemple).

La formation d’intermédiaires repliés et flexibles a
été proposée par Ptitsyn et Rashin (1973). Puis Ohgushi
et Wada (1983) ont proposé le terme de “Molten
Globule” ou globule fondu, pour introduire une structure
ayant la majorité des structures secondaires natives
formées mais possédant un mauvais compactage, ou
une structure 3-D fluctuante (Chaffotte et al., 1992).
Le globule fondu contiendrait des surfaces accessibles
hydrophobes non natives. Ptitsyn et al. (1990) ont
suggéré que le globule fondu puisse étre un intermé-
diaire général du chemin de repliement des protéines.

Cet intermédiaire particulier du repliement
(Ptitsyn, 1995 ; Roder, 1995 ; Vidugiris et al., 1995 ;
Ptitsyn, 1996) a été retrouvé dans le chemin de
repliement de plusieurs protéines, comme 1’apomyo-
globine (Vidugiris, Royer, 1998), 1’a-lactalbumine
(Kuwajima, 1989 ; 1996), I’anhydrase carbonique
(Jagannadham, Balasubramanian, 1985), ou ’hormone
de croissance bovine (Kuwajima, 1996).

Certains auteurs proposent que les intermédiaires
de repliement, globule fondu compris, soient en fait
des espéces piégées de facon cinétique et mal replices.
Cette théorie suggere que le repliement des petites
protéines intervient en continu, trés rapidement et sans
intermédiaires stables (Sosnick et al., 1994 ; Fersht,
1995a ; Schindler et al., 1995).

Le globule fondu est-il une espéce transitoire
résultant d’une cinétique lente comme le suggérent
certains auteurs (Govindarajan, Goldstein, 1995) ou
alors une espéce mal repliée résultant d’un mauvais
chemin lors de la “phase cinétique” du repliement,
comme le suggére Fersht (1995b)?

Drautres intermédiaires, comme le pré-globule fondu,
ont été décrits (Jeng, Englander, 1991). Cette espéce
contient un taux significatif de structures secondaires
fluctuantes, elle est moins compacte que le globule fondu
et exhibe aussi des régions hydrophobes accessibles au
solvant. Elle a été observée pendant la renaturation au
froid de la b-lactamase (Uversky, Ptitsyn, 1994) et de
I’anhydrase carbonique (Uversky, Ptitsyn, 1996).
D’autre part, Fink et al. ont rapport¢ la présence de cet
intermédiaire pour d’autres protéines (Fink, 1995).

En plus du globule fondu et du pré-globule fondu,
des résultats expérimentaux montrent que la protéine
se replie en donnant une population hétérogeéne
d’intermédiaires partiellement repliés, en équilibre
fluctuant (Plaxco, Dobson, 1996).

Des especes hétérogenes, comme des populations
multimériques (dimeres, triméres), peuvent étre obser-
vées pendant le repliement de certaines protéines [par
exemple, la phosphoglycérate kinase (Pecorari et al.,
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Tableau 1. Techniques biophysiques utilisées pour étudier le repliement des protéines — Biophysical methods used in the
study of the folding of proteins.

Propriétés Techniques Résolution  Mesures
Compactage du Fluorescence <1 ms Orientation et environnement de la chaine latérale du
ceeur de la protéine intrinséque tryptophane (Engelhard, Evans, 1996a)
Absorption aux UV I ms Orientation et environnement de la chaine latérale de la
tyrosine (Udgaonkar, Baldwin, 1995)
Fluorescence 1 ms Formation et interruption de segments hydrophobes
extrinseque (ANS) (Engelhard, Evans, 1996b)
Extinction de 1 ms Localisation de la chaine latérale du tryptophane
fluorescence (Engelhard, Evans, 1996a)
“Quenching Cysteinyl”  10s Protection des chaines latérales des cystéines
(Ballery et al., 1993)
Dimensions Anisotropie de 1 ms Mobilité de la chaine du tryptophane et dimensions
moléculaires fluorescence moléculaires globales (Jones et al., 1995)
Transfert d’énergie 1 ms Distance scalaire entre un tryptophane et un fluorofore
de fluorescence attachés covalemment (Rischel, Poulsen, 1995)
Diffusion des rayons X < 100 ms Rayon de giration moyen (Eliezer et al., 1995)
aux petits angles
Diffusion de la lumiére  1s Rayon de giration moyen (Feng, Widom, 1994)
quasi élastique
Structures secondaires Dichroisme circulaire 1 ms Conformation du squelette, moyennée sur la séquence et
et liaisons hydrogeénes dans I’UV lointain la population étudiée (Evans, Radford, 1994)
persistantes RMN en marquage 5-10 ms Formation de liaisons hydrogénes stables du squelette
pulsé peptidique (Baldwin, 1993)
Spectroscopie de masse  5-10 ms Formation de liaisons hydrogénes persistantes pour les
en marquage pulsé intermédiaires du repliement (Miranker ef al., 1996)
Contacts tertiaires Activité biologique I ms—1s Formation de la structure tertiaire native et du site actif
et structure native (Evans, Radford, 1994)
Repliement 10 ms Vitesse de dépliement des intermédiaires discrets
interrompu (Schreiber, Fersht, 1993)
Dichroisme circulaire 1 ms Formation de contacts tertiaires stables (entre
en proche UV aromatiques, pont disulfures) (Evans, Radford, 1994)
RMN en temps réel Is Formation de contacts tertiaires entre chaines latérales

Ingénierie des protéines

spécifiques (Balbach et al., 1995)

Contribution énergétique des chaines latérales aux
intermédiaires (Fersht, 1995¢)

1996)]. Ces populations, observées transitoirement,
menent la protéine monomérique native a I’étape lente
du repliement.

Il semble qu’au vu de ces nombreuses obser-
vations, on peut suggérer que |’ étape précoce passe par
la formation rapide d’intermédiaires (transitoires) qui
possedent un pourcentage élevé de structures secondaires
et un faible taux de structures tertiaires (Dobson,
1991). Le ou les chemins de repliement empruntés
semblent dépendre des protéines étudiées et des
conditions expérimentales. Néanmoins, il semble que
le premier événement du repliement soit un collapsus

hydrophobe ayant lieu avant la formation des structures
secondaires (Dill, 1985). Le repliement serait initié par
la condensation de la chaine polypeptidique grace aux
interactions hydrophobes, puis cette étape serait suivie
d’un réarrangement d’un petit nombre d’états condensés
(Dill et al., 1993). De nombreuses données expéri-
mentales montrent que le collapsus hydrophobe serait
le mécanisme précurseur du repliement (Shortle,
Abeygunawarda, 1993). Ensuite, les chemins de
repliement suivis pourraient étre ceux du Jigsaw
Puzzle, de la diffusion-collision, de la nucléation, ou
de la nucléation-condensation, etc.
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Les événements tardifs du repliement. Ils se situent
aprés la formation du globule fondu et avant la
formation de la protéine native et fonctionnelle. Dans
cette phase, on voit apparaitre les sites de liaisons au
substrat ou au ligand (sites de liaisons au Ca2* de I’a-
lactalbumine (Kuwajima et al., 1989) par exemple),
ou des épitopes réactifs dans la sous-unité b de la
tryptophane synthase (Blond-Elguindi, Goldberg,
1990). C’est dans cette étape limitante qu’apparaissent
¢également I’activité enzymatique [structures Iles et I1Ies
bien agencées (Matousek efal., 1990), compaction
hydrophobe correcte (Lecomte, Matthews, 1993)],
I’assemblage des sous-unités dans les protéines
oligomériques (Ptitsyn, 1991) ou des domaines dans
les protéines multidomaines (Jaenicke, 1987), et le
remaniement des ponts disulfures (Levitt, Chothia,
1976). 1l faut noter que les ponts disulfures ne semblent
jouer qu’un role stabilisateur de la structure 3-D, le
repliement étant dirigé majoritairement par des inter-
actions non covalentes.

La proline jouerait des rdles particuliers au cours
des évenements tardifs du repliement (Brandts ef al.,
1975). Par exemple, certaines mutations de la proline
ne semblent pas modifier le repliement, d’autres
diminueraient la vitesse, enfin, certaines pourraient le
bloquer (Levitt, 1981).

Que se passe-t-il pourles protéines multimériques ?
Les domaines protéiques sont généralement considérés
comme des unités de repliement autonomes, de méme
que les sous-unités des protéines oligomériques. Pour
les protéines oligomériques, 1’association entre sous-
unités a lieu lors de D’étape finale du repliement,
induisant des réajustements conformationnels pour
générer les propriétés fonctionnelles de la protéine.
Mais des scénarios différents sont décrits selon les
protéines (Baldwin, 1996b ; Creighton, 1994). Par
exemple, les fragments C-terminaux de la thermolysine
semblent se replier de fagon autonome et coopérative
pour un nombre d’hélices supérieur ou égal a trois
(Vita et al., 1989), alors que les expériences menées
sur les fragments du BPTI montrent que les sous-
domaines se replient simultanément puis s’associent
(Oas, Kim, 1988). En général les domaines isolés se
replient plus vite que lorsqu’ils sont intégrés dans
I’ensemble de la protéine (Missiakas ef al., 1992).
Les résultats théoriques et expérimentaux permettent
de poser quelques principes de base sur le repliement
(Figure 2) qui peuvent étre schématisés comme suit.

1. Le repliement d’une chaine polypeptidique parait
étre largement déterminé par sa séquence, cela est en
accord avec le postulat d’ Anfinsen. Pour la plupart des
protéines, la structure native est sous controle thermo-
dynamique (la structure native serait une structure
dont D’énergie appartiendrait au bassin d’énergie
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minimum). L’existence de chemins de repliement
parait étre compatible avec le fait que les intermédiaires
partiellement repliés sont sous contrdle cinétique. La
chaine polypeptidique semble explorer ses routes de
repliement vers la structure native, en passant par des
intermédiaires formant des populations hétérogenes
d’especes partiellement repliées dont le nombre
diminue au fur et a mesure que la protéine évolue vers
la conformation présentant le minimum énergétique
(Figure 1). Certaines espéces pourraient étre piégées
de facon transitoire dans des minima locaux, ceci
ralentissant le processus de repliement.

2. Initialement, le collapsus hydrophobe semble générer
une population hétérogéne avec des noyaux de structures
natives et non natives en équilibre fluctuant, avec par
exemple, des réarrangements internes comme le propo-
sent les modeles du Jigsaw Puzzle (Harrison, Durbin,
1985) ou de diffusion-collision (Karplus, Weaver,
1976). Puis, les noyaux repliés correctement peuvent
ensuite s’associer pour générer des microdomaines qui
diffusent et s’associent. Un globule fondu peut se
former.

Ces trois événements précoces ont lieu tres rapide-
ment. A partir du globule fondu démarre I’étape de
cinétique lente. Le processus de repliement suit des voies
plus contraintes : il y a formation des structures tertiaires,
appariement des domaines, et les derniers arrangements
conformationnels se mettent en place. Remarquons que
lors du repliement, il y a compétition cinétique (Yon,
1996) entre un repliement correct et une agrégation.
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De telles situations peuvent avoir lieu aussi bien in
vivo qu’in vitro (Mitraki et al., 1991). Par exemple,
des protéines étrangeres surexprimées dans les cellules
bactériennes peuvent former des corps d’inclusions
insolubles. Ou bien, le repliement anormal de certaines
protéines peut donner des plaques amyloides, respon-
sables de maladies sévéres (Perutz, 1996 ; Perutz,
1997 ; Kelly, 1998).

2.3. Chaperons et repliement des protéines in vivo

Certaines protéines, méme celles dont les ponts
disulfures ont été rompus par des agents dénaturants, sont
capables de se replier spontanément. Il a longtemps été
postulé que le repliement d’une chaine se faisait in
vivo par les mémes 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’empécher un mauvais repliement ou
une agrégation (association au chaperon par des
interactions hydrophobes). Par contre, elles ne semblent
pas pouvoir interagir avec les protéines natives ou se
lier a une chaine totalement dépli¢e. Elles régulent la
vitesse de repliement en agissant comme des catalyseurs
mais ne paraissent pas remettre en question le postulat
d’Anfinsen selon lequel I’information nécessaire au
repliement est contenue dans la séquence primaire. 11
semble qu’in vivo peu de protéines nécessitent la
présence de chaperons pour se replier correctement
(Yon, 1997).

D’autres molécules accessoires peuvent jouer un
role dans le repliement, comme la protéine disulfide
isomérase, la peptidyl proline cis-trans isomérase. Ces
enzymes accélérent ledit processus (Schmid, 1990 ;
Lorimer, 1992) (qui peut aussi avoir lieu en leur
absence in vitro sous des conditions précises). D’autres
modifications, comme les glycosylations, ne semblent
pas changer le chemin de repliement, ni in vivo, ni in
vitro, par contre elles augmentent la stabilité de la
protéine (DeKoster, Robertson, 1997) et modifient son
adressage.

Enfin, notons que 1’étude du comportement parti-
culier des protéines thermophiles pourrait apporter
beaucoup a la compréhension des mécanismes de
repliement et de stabilisation des protéines (Petukhov
et al., 1997; Vogt, Argos, 1997).

Les informations tant expérimentales que théoriques
sur le mécanisme de repliement des protéines sont
abondantes dans la littérature. Néanmoins aucun
schéma consensus et prédictif n’existe en cette fin du
20¢ siecle. La compréhension de ce mécanisme
fondamental sera certainement le centre d’évolution
de la biotechnologie des protéines au 21¢ siccle.
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