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Theodor SVEDBERG (1884 - 1971)
[d'aprés M. FLORKIN & E.H. STOTZ (1972)
"A history of biochemistry",

dans Comprehensive biochemistry,

vol. 30, p. 292, droits réservés]

Theodor SVEDBERG avait commencé ses recherches sur les colloides car il était
convaincu que I'é¢tude des systémes colloidaux permettrait d'expliquer les processus
du vivant. Il y consacra son travail de thése. Afin de déterminer la taille des par-
ticules, il construisit un ultramicroscope et commenga a s'intéresser a la force cen-
trifuge. En 1924, il publia avec RINDE un article décrivant la premiére ultracentri-
fugeuse a faible vitesse. Puis il se tourna vers I'é¢tude des protéines qu'il considéra
dans un premier temps comme des colloides polydisperses sans poids moléculaire
défini. Ses premiéres études sur la caséine le confortérent dans la théorie colloidale.
Mais avec 1'hémoglobine, il observa que le systéme était monodisperse et que la
protéine avait un poids moléculaire bien défini de 4x 16700 comportant quatre
atomes de fer, confirmant ainsi les résultats d'ADAIR. Un résultat important fut
apporté en 1928 avec 'hémocyanine d'escargot, Helix pomatia, dont le poids molé-
culaire atteignait plusieurs millions, mais toutes les molécules avaient la méme
taille. Un grand nombre d'expériences montreérent que les diverses protéines étaient
monodisperses. A la vue de ces résultats, SVEDBERG fut convaincu que les pro-
téines étaient des molécules bien définies et abandonna la théorie colloidale. Il
recut le prix Nobel en 1927. La nature oligomérique de certaines protéines fut
proposée pour la premicre fois en 1929. Un nouvel Institut de chimie physique
fut construit et SVEDBERG recut des subventions de la Fondation Rockfeller pour
un équipement spécial. Des perfectionnements techniques furent apportés et
une ultracentrifugeuse a grande vitesse avec une force centrifuge maximale de
300 000 g fut construite en 1939. Durant toutes ces années, plus d'une cinquantaine
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VERS LA STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE
PAR RADIOCRISTALLOGRAPHIE

On ¢était parvenu a l'échelle sub-microscopique a la connaissance d'un premier
niveau de structure, la structure primaire monodimensionnelle. Cependant les pro-
téines ne sont pas des objets linéaires ; la chaine polypeptidique se replie pour
acquérir dans l'espace a trois dimensions sa structure globulaire, cette structure
compacte qui avait déja été reconnue par WU'7 en 1930, condition nécessaire a
I'expression des propriétés fonctionnelles. La détermination de la structure tridimen-
sionnelle des protéines nécessitait une instrumentation puissante et hautement réso-
lutive. La cristallographie aux rayons X devait fournir la méthodologie adéquate.
La découverte de la diffraction des rayons X par les cristaux est due a Max VON
LAUE, Paul KNIPPING et Walter FRIEDRICH!® & I'Institut d'Arnold SOMMERFELD, a
Munich, en 1912. Mais la théorie précise fut établie 1'année suivante en Angleterre
par William BRAGG!? et son fils Lawrence qui furent les fondateurs de I'école de
cristallographie britannique.

William Lawrence BRAGG
(1890 - 1971)
et William Henry BRAGG

(1862 - 1942)
[© Edgar Fahs SMITH Collection,
University of Pennsylvania Library]

William et Lawrence BRAGG inventérent le systéme optique pour l'analyse de la
diffraction des rayons X. Le phénoméne de diffraction repose sur le fait que la lon-
gueur d'onde des rayons X est plus petite que la distance entre les atomes. L. BRAGG
considéra le cristal comme un réseau tridimensionnel dans lequel les atomes sont
arrangés périodiquement. Les rayons X sont réfléchis par les divers plans du réseau
cristallin. Dans son discours Nobel en 1922, Lawrence BRAGG déclara : "The struc-

17 T. Wu (1930) op. cit.

18 'W. FRIEDRICH, P. KNIPPING & M. VON LAUE (1912) Sitzber Math. Physik. Klasse, Bayer Akad.
Wiss. Miinchen, 303.

19  W.L. BRAGG (1913) Proc. Roy. Soc. London 89, p. 150.
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Représentation de la liaison peptidique avec la définition des angles diédres

Les travaux de PAULING eurent une grande influence dans le monde scientifique.
Ils sont a 'origine de l'orientation des recherches de G.N. RAMACHANDRAN qui fut
le fondateur de la biologie structurale en Inde. RAMACHANDRAN avait commencé
ses études a Bangalore en 1942 ou il fut I'un des plus brillants étudiants de RAMAN.
Aprées deux années passées a Cambridge, il retourna a Bengalore comme professeur
assistant de physique dans le laboratoire des rayons X. Ses premiers travaux ont
porté sur la physique des cristaux et l'utilisation des rayons X. En 1952, il fut nommé
Professeur et Directeur du Département de physique a Madras. C'est alors, qu'apres
une rencontre avec BERNAL de passage a Madras, il commenga a s'intéresser a la
structure des macromolécules biologiques. Il entreprit I'étude conformationnelle
des polypeptides et des protéines. Ainsi qu'il 1'écrit en 1981 : "When [ joined the
University of Madras as a research professor in 1952, I looked out for a new line
of work to follow my future career. The beautiful papers by PAULING and COREY on
the helical structure of proteins and polypeptides which had appeared in 1951,
influenced me to take up the field of biomolecular structure as my life interest"®.
En 1971, il retourna a Bangalore ou il fonda I'Unité de Biophysique moléculaire a
I'Institut indien des sciences.

40 "Lorsque je rejoignis I'Université de Madras comme professeur en 1952, je prospectais pour une
nouvelle ligne de recherche pour ma future carriére. Les beaux articles de PAULING et COREY sur
la structure hélicoidale des protéines et des polypeptides qui avaient paru en 1951 m'influencérent
pour adopter le domaine de la structure des biomolécules comme intérét de vie."
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Mais si aujourd'hui, comme le rappelait Max PERUTZ"! en 1985, "cela parait un
jeu d'enfant, il faut se souvenir qu'a l'époque les angles de phase avaient été déter-
minés manuellement par superposition des cercles correspondant a chaque réfle-
xion""*. Or pour résoudre la structure de la myoglobine & 3 A, 2 000 cercles avaient
¢été dessinés a la main et 9 600 réflexions pour la protéine et chacun de ses dérivés
avaient été nécessaires pour la résolution a 2 A. Les moyens de calcul étaient aussi
rudimentaires ; on ne possédait pas les puissants ordinateurs disponibles aujour-
d'hui, mais de simples calculatrices. A partir des données, les premiers modéles de
structure furent construits a la main sur des tiges d'acier et occupaient un espace
considérable, alors qu'aujourd'hui on visualise directement les structures a partir
des coordonnées atomiques sur un écran graphique, a l'aide de logiciels appropriés.

L'ceuvre scientifique de Max PERUTZ est vraiment exemplaire. Ses travaux de pion-
nier ont exigé tant de patience, de détermination, d'acharnement, de persévérance et
aussi tout son enthousiasme pour résoudre la structure tridimensionnelle de I'hémo-
globine. Tant d'années sans obtenir de résultats en aurait découragé plus d'un. On
est loin aujourd'hui de cette conception de la recherche ; soumis a de multiples pres-
sions, le scientifique doit obtenir rapidement des résultats et les publier. Cependant,
c'est seulement grace a cette persévérance indéfectible, a cette éthique de la con-
naissance, que la science peut aboutir a des avancées majeures dont les applications
sont imprévisibles. Lorsque 1'on demanda a Sir Lawrence BRAGG a quoi cela pou-
vait bien servir, il répondit : "Come back in fifty years and someone will tell you"™.
11 fallut moins de temps pour qu'apparaisse toute l'importance de la biologie struc-
turale aussibien dans le domaine de la connaissance que dans celui des applications.

Depuis ces travaux fondateurs, le nombre de structures de protéines connues a haute
résolution n'a cessé de s'accroitre. La troisiéme structure, celle du lysozyme, fut
résolue par le groupe de PHILLIPS™7> en 1965. Elle fut suivie par la résolution de
plusieurs autres structures. En 1970, onze structures tridimensionnelles de protéines
étaient connues. En 1971 eut lieu a Cold Spring Harbor un symposium ayant pour
théme "Structure and function of proteins at the three-dimensional level" qui marqua
le début de la biologie structurale. Ainsi que le déclara David PHILLIPS dans la
conclusion de cette réunion : "This meeting marks the coming of age of protein

71 M.F. PERUTZ (1985) op. cit.

72 Ces cercles ou construction de HARKER sont établis a partir des modules des facteurs de structure
de la protéine seule et de la protéine en présence de I'atome métallique dont la position est connue.

73 Cité par D.C. PHILLIPS (1971) dans Cold Spring Harb. Sym. Quant. Biol., "Structure and function
of proteins at the three-dimensional level" ; "Revenez dans cinquante ans et quelqu'un vous dira."

74 C.C.F. BLAKE, D.F. KOENIG, G.A. MAIR, A.C.T. NORTH, D.C. PHILLIPS & V.C. SHORE (1965)
Nature 206, p. 757.

75 L. JOHNSON & D.C. PHILLIPS (1965) Nature 206, p. 761.



Chapitre 4

LA GENESE DE LA FORME.
LE REPLIEMENT DES PROTEINES

Le repliement des protéines est un processus fondamental au cours duquel l'infor-
mation contenue dans I'ADN est traduite en information tridimensionnelle, condi-
tion nécessaire a I'émergence des propriétés fonctionnelles. Ce processus complexe
peut étre résumé ainsi :

transcription traduction . o repliement )
ADN —— 3> ARN ———3 chaine polypeptidique ———3 protéine

En ce sens le repliement des protéines peut étre considéré comme le premier acte
de la morphogené¢se. En effet, la morphogenése est un processus d'auto-organisa-
tion impliquant des mécanismes d'autoassemblage. Par ce processus, les organelles,
les organes et méme les organismes se développent dans le temps et dans l'espace
en fonction de l'information contenue dans les génes. Comme I'a écrit Jacques
MONOD! : "Dans le processus de structuration d'une protéine globulaire, on peut
voir a la fois l'image microscopique et la source du développement épigénétique
autonome de l'organisme lui-méme". La encore, "le microcosme refléte le macro-
cosme".

La progression des connaissances sur les mécanismes par lesquels une chaine poly-
peptidique naissante se replie pour engendrer la structure fonctionnelle d'une pro-
téine reléve d'une longue histoire. Marqués par le contexte scientifique du moment,
par 1'état des connaissances et des techniques, les études et les concepts sur le replie-
ment des protéines ont évolué¢ dans différentes directions, pour aboutir aujourd'hui
a une vision unifiée de ce processus complexe. Ces études ont accompagné, ou
suivi avec quelque retard, les avancées dans la connaissance des protéines, de leurs
propriétés et de leur structure.

1 J.MoNoOD (1970) Le hasard et la nécessité, Le Seuil, Paris.
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un transfert de concepts et de méthodologies s'est opéré de la chimie des polyméres
vers les objets biologiques que sont les protéines.

En 1994, KARPLUS et ses collegues*?™ ont simulé le repliement d'une chaine poly-
peptidique de 27 acides aminés sur un réseau cubique. Ils ont généré 200 séquences
au hasard, chacune étant caractérisée par une matrice d'interaction pour chaque
paire d'acides aminés, puis soumise a des simulations de Monte Carlo. Parmi les
200 séquences, 30 aboutissaient aisément a 1'état natif caractérisé par la compacité
de la structure et le minimum énergétique, alors que 146 autres n'y parvenaient
jamais. La différence entre ces deux types de séquences, celles qui se repliaient
facilement et celles qui ne se repliaient pas, n'était pas liée a leurs caractéristiques
structurales, mais a la différence d'énergie entre I'état natif et les états excités. Si
cette différence est trés grande, le repliement peut étre trés rapide. Ainsi de courtes
séquences au sein d'une chaine polypeptidique peuvent constituer des unités de
repliement précoce. La formation rapide et simultanée de microstructures en plu-
sieurs régions d'une chaine polypeptidique, en restreignant le nombre de conforma-
tions possibles, constitue une solution au paradoxe de LEVINTHAL.

Un grand nombre de travaux théoriques ont été effectués au cours de ces années,
aboutissant a la nouvelle vision du repliement introduite en 1995 par WOLYNES?26:227
et ses collaborateurs, et désignée par la métaphore de 1'entonnoir de repliement (fol-
ding funnel). Le modele est représenté en terme de paysage énergétique et décrit
'évolution thermodynamique et cinétique de la transformation d'un ensemble de
molécules de protéines dépliées vers I'état natif. Suivant ce modele, il existe des
chemins paralleles, chaque chaine polypeptidique suivant sa propre route. Depuis
le haut jusqu'au fond de l'entonnoir, le nombre de conformations décroft, ainsi que
l'entropie du systéme, pour aboutir a une conformation unique de protéine native
qui représente le point d'énergie minimum. La vitesse de repliement peut étre ralen-
tie si les parois de l'entonnoir présentent des crénelures correspondant & des minima
énergétiques locaux peuplés par des intermédiaires transitoires. Si les barric¢res
d'énergie locales sont trop élevées, les molécules protéiques peuvent se trouver "pié-
gées" dans un minimum et s'agréger. Une grande variété de processus de repliement
émerge du paysage énergétique, fonction des parametres énergétiques et des condi-
tions du milieu. Ainsi que 1'ont souligné WOLYNES et ses collaborateurs : "7o fold, a
protein navigates with remarkable ease through a complicated energy landscape"**’.

225 A. SALL E.I. SHAKHNOVICH & M. KARPLUS (1994) op. cit.

226 P.G. WOLYNES, J.N. ONUCHIC & D. THIRUMALAI (1995) Science 267, p. 1619 ; "Pour se replier,
une protéine navigue avec une remarquable aisance a travers un paysage énergétique compliqué."

227 J.D. BRYNGELSON, J.N. ONIUCHIC, N.D. Soccrt & P.G. WOLYNES (1995) Proteins, Struct. Funct.
Genet. 21, p. 167.
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Protéines susceptibles d'entrainer la formation de fibrilles amyloides
[d'apreés J.W. KELLY (1996) Curr. Opin. Struc. Biol. 6, p. 11-17]

Maladie d'ALZHEIMER Protéine 3

Amyloidose systémique primaire Chaine légére d'immunoglobuline
Amyloidose systémique secondaire Amyloide A du serum
Amyloidose systémique sénile Transthyrétine
Polyneuropathie familiale amyloide I Transthyrétine

Angiopathie amyloide cérébrale héréditaire Cystatine C

Amyloidose reliée a I'némodialyse B2-microglobuline
Polyneuropathie familiale amyloide III Apolipoprotéine Al
Amyloidose systémique héréditaire finlandaise Gelsoline

Diabete de type 11 Polypeptide amyloide IAPP
Carcinome médullaire de la thyroide Calcitonine
Encéphalopathies spongiformes Prion

Amyloidose atriale Facteur ANF

Amyloidose systémique non neuropathique héréditaire | Lysozyme

Amyloidose localisée a la zone d'injection Insuline
Amyloidose rénale héréditaire Fibrinogéne
Maladie de PARKINSON Synucléine*

* J.C. ROCHET & P.T. LANSBURY (2000) Curr. Opin. Struc. Biol. 10, p. 60-68.

Parmi les plus répandues actuellement, les maladies a prions représentent un véri-
table phénomene de société qui a été tres largement médiatisé. Ces pathologies mor-
telles se manifestent par des encéphalopathies spongiformes ; le cerveau des sujets
atteints observé en microscopie apparait comme une éponge présentant de multiples
trous. Elles incluent la tremblante du mouton (scrapie en anglais), la maladie de la
vache folle et chez I'humain la maladie de CREUTZFELD-JACOB, l'insomnie fami-
liale fatale, le syndrome de GERSTMANN-STRAUSSER-SCHEINKER et le Kuru. La
tremblante du mouton et des caprins sévit en Europe au moins depuis 1732 ; elle
affecte aujourd'hui les cinq continents. Le premier cas d'encéphalopathie spongi-
forme bovine a été signalé en 1986 chez un bovidé d'origine africaine qui séjournait
dans un zoo anglais. Au moment le plus fort de 1'épizootie, environ 30% du cheptel
britannique était contaminé. Le bétail infesté par les prions a été évalué a pres d'un
million d'individus. Le temps d'incubation est estimé a cinq ans. L'encéphalopathie
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De tels mécanismes sous-tendent que le produit final de la réaction inhibe les
premicres étapes, le plus souvent la toute premicre étape de la voie métabolique,
entrainant une régulation de la biosynthése du dernier produit :

E Ey E,

|

Cette cybernétique moléculaire assure la cohérence fonctionnelle de la machi-
nerie cellulaire. "Les opérations cybernétiques sont assurées par des proté-
ines spécialisées jouant le role de détecteurs et d'intégrateurs d'information

chimique."13*

Les travaux de GERHARDT et PARDEE!3® sur l'aspartate transcarbamylase mon-
traient que le site actif de 1'enzyme et le site de fixation de l'inhibiteur étaient
distincts. En 1959, Jean-Pierre CHANGEUX entreprit un travail de thése sous la
direction de Jacques MONOD, a I'Institut Pasteur, sur l'inhibition de la L-thréo-
nine désaminase a la suite des travaux de UMBARGER. En 1961 eut lieu un événe-
ment scientifique important dans l'histoire des propriétés régulatrices des pro-
téines lors du 26¢ Cold Spring Harbor Symposium dédié aux mécanismes de régu-
lation cellulaire. Le moment était venu pour Jean-Pierre CHANGEUX!36:137:138
de présenter ses résultats sur la thréonine désaminase, résultats rédigés dont il
avait auparavant discuté avec Jacques MONOD. Ce dernier montra un vif intérét
et considéra qu'il fallait trouver un modele différent des schémas classiques pour
expliquer les données expérimentales. Les faits surprenants présentés au Sym-
posium attirérent l'attention des participants et une analogie fut proposée avec
le comportement de 1'hémoglobine, les deux molécules présentant des effets
coopératifs pour la fixation de leur ligand. Aprés avoir réfléchi a plusieurs
modéles possibles incluant celui de 1'ajustement induit de KOSHLAND, Jacques
MONOD introduisit le terme d'allostérie pour rendre compte d'interactions indi-
rectes entre sites distincts du site actif avec des ligands spécifiques dont la struc-
ture différe de celle des substrats. Il fit I'nypothése d'une transition conforma-
tionnelle, la transition allostérique, entre deux états en équilibre de la molécule,
les ligands ayant pour effet de déplacer cet équilibre vers la forme qui présente la
plus faible ou la plus forte affinité pour le substrat, suivant qu'il s'agissait

134 J. MonoD (1970) op. cit.

135 J.C. GERHARDT & A.B. PARDEE (1961) Fed. Proc. 20, p. 224 ; ibid. (1962) J. Biol. Chem. 237,
p. 891.

136 J.P. CHANGEUX (1963) Cold Spring Harb. Sym. Quant. Biol. 26, p. 497.
137 J.P. CHANGEUX (1962) J. Mol. Biol. 4, p. 220.

138 J.P. CHANGEUX (1979) "A Ph.D. with Jacques MONOD: prehistory of allosteric proteins",
dans Origin of Molecular Biology: a tribute to Jacques MONOD, Acad. Press.



5 - L'EXPRESSION DE LA FONCTION 219

mate et ammoniac, la formation de carbamate a partir d'ammoniac et de carbo-
xyphosphate et la phosphorylation du carbamate par 'ATP pour donner le
carbamyl phosphate. L'enzyme est un hétérodimere formé d'une petite et d'une
grande sous-unités. La petite sous-unité¢ hydrolyse la glutamine en glutamate,
la grande sous-unité catalyse les deux réactions de phosphorylation par I'ATP
en présence de Mg**. Le schéma réactionnel et la cinétique des réactions ont
été analysés par RAUSHEL et ses collégues. Les résultats étaient en accord avec
'existence d'un transfert direct entre les trois sites.

site actif

site actif

Structure de I’hétérodimére af de la CPSase

montrant le tunnel entre les sites actifs (voir planches couleur)
[réimprimé de Current Opinion in Structural Biology, vol. 8, H.M. HOLDEN et al., "Carbamoyl Phosphate Synthe-
tase: A Tunnel Runs Through It", p. 679-685, © (1998), avec la permission d'Elsevier]

La résolution de la structure tridimensionnelle en 1997 par THODEN et ses colle-
gues?%S a conduit & identifier dans l'architecture de I'enzyme un tunnel de 100 A
de longueur allant du site actif de la petite sous-unité, passant par le site du car-
boxyphosphate jusqu'au site ou se forme le carbamyl phosphate dans la grande
sous-unité. Ce transfert direct est d'autant plus important pour l'efficacité de

la réaction que deux des intermédiaires, 'ammoniac et le carbamate, sont des

205 J.B. THODEN et al. (1997) op. cit.



CONCLUSION

La longue histoire de la science des protéines est exemplaire sous plus d'un aspect.
Bien que le terme de protéine flit apparu des 1838, il fallut beaucoup de temps pour
qu'une représentation des protéines en tant que molécules bien définies s'impose
a la communauté scientifique. Leur identité¢ alimenta les controverses jusque vers
les années 1930. Les premicres observations significatives ne furent pas admises
d'emblée. L'importance conceptuelle de certains résultats ne rencontra pas toujours
une reconnaissance immeédiate, ce fut le cas par exemple de la cristallisation de
I'uréase qui laissa la communauté scientifique indifférente pendant quelques années.
Les courants vitalistes qui ont perduré pendant une partie du XX siecle ont consti-
tué un obstacle certain a I'évolution des idées. L'étude des protéines connut des
avancées, des attentes, des échecs, des abandons momentanés, des retours et de
nouveaux progreés. La progression de la discipline fut loin d'étre linéaire. Certes,
comme I'écrit Bertrand SAINT-SERNIN', "L'évolution scientifique, comme I'évolu-
tion tout court (biologique) se fait par essais, par erreurs. Eliminer l'erreur, réfuter
nos hypotheses, la nature s'en charge : nos hypotheses fausses échouent". Certains
concepts furent énoncés bien avant que les moyens techniques permettent de les
valider.

Le XX¢ si¢cle, principalement a partir des années 1960, fut marqué par une évolu-
tion considérable dans la connaissance des protéines. Cette progression a résulté de
l'interconnexité des approches disciplinaires consacrées a leur étude et aux remar-
quables développements technologiques. Une science se définit par son objet et en
ce sens les protéines appartiennent au monde de la biologie. Mais leur connaissance
n'a évolué que grace a l'introduction de méthodes relevant de divers champs disci-
plinaires incluant la chimie organique et théorique, la physique, la génétique et
l'informatique. Les premiéres études ont bénéficié de I'émergence de la chimie phy-
sique et de la chimie organique a la fin du XIX® et au début du XX¢ siecle avec les
recherches sur les mécanismes de l'activité enzymatique, et plus tard avec la déter-
mination des structures primaires des protéines et des sites actifs des enzymes. Avec

1 B. SAINT-SERNIN (2002) dans Philosophie des Sciences, D. ANDLER, A. FAGOT-LARGEAU &
B. SAINT-SERNIN Eds, Gallimard (Folio), p. 184.
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