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La traduction du message contenu dans un gene se fait en
deux étapes: 'une traduit la séquence des bases du gene en
séquence d’acides aminés de la protéine; la seconde traduit
cette séquence en une structure tridimensionnelle complexe,
tres précisément définie, seule capable de conférer a la pro-
téine son activité biologique. La seconde étape, ou «replie-
ment de |a protéine », est a I’heure actuelle I'un des problemes
centraux de la recherche biologique. Cet éditorial introduit une
série d’articles consacrée a ce probléme. Il fait un bref survol
historique de I’évolution des connaissances sur les mécanis-
mes de repliement et décrit leur impact sur les recherches
et les applications en médecine (maladies du repliement,
notamment maladies neurodégénératives), en biotechnologie
(production de protéines recombinantes) et en postgénomique
(génomique structurale et fonctionnelle).

Le probleme du repliement

Les macromolécules constituant les cellules vivantes peuvent,
schématiquement, étre classées en deux catégories : les acides
nucléiques, molécules porteuses de I’information génétique, et
les protéines, molécules « fonctionnelles » constituant la char-
pente des cellules vivantes, pour leur donner leur forme et leurs
mouvements, ou portant les nombreuses activités biologiques
nécessaires au fonctionnement de la cellule et de I’organisme
(enzymes, anticorps, hormones protéiques, récepteurs...).

€n dehors des tres rares cas ou il est lui méme porteur d’une
activité catalytique, un acide nucléique a pour fonction bio-
logique essentielle de porter le message génétique nécessaire
a la synthése des protéines spécifiques de chaque cellule, de
chaque organisme. Ce message se présente sous forme d’une
information «linéaire » écrite dans un alphabet a quatre
«lettres », les bases nucléiques A, T, G et C. C'est la séquence
exacte dans laquelle se succedent les quelques centaines ou
milliers de bases d’un gene qui dicte I"exacte structure chi-
mique de la protéine codée par ce gene. Chimiquement, les
protéines se présentent aussi sous la forme d’une information
linéaire, écrite cette fois dans un alphabet a vingt lettres, les
acides aminés. €t c’est la séquence exacte dans laquelle se
succedent les quelques centaines ou milliers d’acides aminés
d’une protéine qui lui confere sa spécificité chimique, dite
«structure primaire », d’ot résulte sa spécificité fonctionnelle.
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génétique
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Les remarquables avancées de la biologie moléculaire au cours
de la seconde moitié du xx® siecle ont permis non seulement de
décoder la correspondance entre la séquence des bases d’un
géne et la séquence d’acides aminés de la protéine correspon-
dante (travaux de Marshall W. Nirenberg), mais aussi de con-
naftre en détails, au niveau atomique, la structure de I’énorme
complexe macromoléculaire (le ribosome) au sein duquel se
produit la traduction du message nucléique en chafne d’acides
aminés, ou chaine polypeptidique [1].

Cependant, I'obtention d’une chaine polypeptidique de séquence
appropriée ne suffit pas a I'expression de sa fonction biologique.
Pour qu’elle soit « active », il faut en effet que la chaine polypep-
tidique adopte une conformation spatiale, un «repliement » sur
elle-méme, une structure tridimensionnelle tres précisément défi-
nie ol chacun des milliers d’atomes de la protéine est positionné
par rapport aux autres @ une petite fraction d’angstrom pres. Cette
structure, unique parmi un nombre immense de conformations
possibles, est appelée conformation « native ». C’est cette confor-
mation tridimensionnelle unique, rigoureusement définie, qui con-
fere a la protéine sa fonction biologique. Ainsi, entre le gene et la
forme native existent deux niveaux de traduction de I'information
génétique : le premier est la traduction d’une information linéaire
(la séquence des bases) en une autre information linéaire (la
séquence des acides aminés) ; le second est la traduction d’une
information linéaire (la séquence des acides aminés) en une infor-
mation tridimensionnelle (la structure native) (Figure 1). C'est
cette seconde traduction du message génétique que I’'on appelle le
«repliement » des protéines, probléeme auquel médecine/sciences
a choisi de consacrer cette série d’articles.

Limportance du processus de repliement

Comme nous I"avons déja mentionné, le repliement de la
chaine polypeptidique en sa structure native est indispensa-
ble a "émergence de sa fonction. C’est en effet ce repliement
complexe qui positionne a proximité I'un de I'autre, dans un
arrangement relatif d’une extréme précision, les atomes de
quelques acides aminés souvent éloignés les uns des autres
dans la séquence, afin de former le «site spécifique » de la
protéine : site catalytique, site de liaison de I'antigene, site de
reconnaissance d’un récepteur, site d’interaction entre deux
protéines... Mais cette conformation complexe de la chafne

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou

https/{d LOIQL0. dsci/2005216-7563
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peptidique a aussi d’autres effets, comme d’assurer la stabi-
lité et la solubilité de la protéine, de mettre la chaine peptidi-
que a I'abri de 'action des protéases ou, encore, d’éviter des
interactions illégitimes de la protéine avec d’autres molécules.
Le processus de repliement doit donc nécessairement aboutir a
I’enroulement de la chaine peptidique dans cette conformation
native que I’évolution a si subtilement sélectionnée.

Mais d’autres contraintes pésent sur le processus du repliement
pour le rendre encore plus complexe et fascinant. Pour étre
significatif au niveau de la vie d’une cellule, le repliement doit
aussi s’effectuer assez vite pour que I"apparition de la fonction
biologique serve a la cellule qui a synthétisé la protéine. Le
repliement doit par ailleurs étre « efficace » (c’est-a-dire que la
majorité des chalnes synthétisées doivent se replier vers la forme
native) pour éviter que I'énergie et les métabolites nécessaires a
la synthése de la protéine ne soient gaspillés dans la production
de protéines inactives. Enfin, le repliement doit se faire au bon
endroit dans la cellule, dans le bon compartiment cellulaire : par
exemple, le transport d’une protéine a travers une membrane
ne peut se faire efficacement que si la protéine est dépliée; il
faut donc éviter qu’une protéine extracellulaire se replie dans
le cytoplasme ou elle est synthétisée. Notons que, dans ce phé-

Début ATGACAACACTTCTCAACCCCTACTTTGGTGAATTCGGCGGC. .
du gene

1" traduction | Synthése du polypeptide
Début Met Thr Thrleu LeuAsnPro Tyr Phe Gly Glu Phe Gly Gly...
de la chaine
polypeptidique

2¢ traduction | Repliement du polypeptide

Structure « native »

Figure 1. Les deux traductions du gene trypB d’Escherichia coli. Trois
«lettres » (bases nucléiques) du message génétique forment un « mot »
pour coder un acide aminé. Ainsi, les trois premiéres lettres (ATG) codent
pour une méthionine (Met), les trois suivantes (ACA) pour une thréonine
(Thr), et ainsi de suite. Les 14 premiers acides aminés de la protéine,
dont la séquence est indiquée dans la figure, sont indiqués en jaune dans

la structure tridimensionnelle de la protéine native.
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nomene de translocation a travers la membrane, le repliement
n’est sans doute pas qu’un phénomeéne subi passivement par la
chaine peptidique, puisque certaines théories en vogue postu-
lent que ’énergie libérée par la protéine lors de son repliement
«de 'autre coté » de la membrane serait la force motrice res-
ponsable de sa translocation.

On congoit donc tout I'intérét qu’il y a, du point de vue fonda-
mental, @ analyser et comprendre les mécanismes moléculaires
du repliement, mécanismes abordés d’un point

de vue théorique et expérimental dans Iarticle (=) m/s
. . 2005, n° 6-7,
de Jeannine Yon-Kahn (=). Cependant, depuis o 601"

une ou deux décennies, 'intérét des scientifiques
pour le repliement déborde largement le cadre
strictement conceptuel : en effet, les connaissances acquises
par les expérimentateurs et les théoriciens sur le repliement
des protéines trouvent des applications dans trois domaines
aujourd’hui a la pointe des recherches en biologie et médecine :
¢ les maladies dites « du repliement », sujet de

Iarticle de Gilles Grateau et al. (=), qui résul-

tent de la présence de protéi | replides. )™
enl .e a présence de pro e|ne§ ma Irep i€eS. 005, no 6-7,
Uorigine peut en étre une mutation qui affecte . 427

soit la stabilité, soit le mécanisme de replie-

ment d’une protéine. Mais elle peut aussi étre

un agent infectieux non conventionnel comme le prion, par-
ticule infectieuse dépourvue de matériel génétique et consti-
tuée d’une protéine mal repliée qui, lorsqu’elle entre en con-
tact avec une protéine homologue normale, I'oblige a changer
de conformation pour adopter a son tour la conformation
infectieuse. C’est ce type d’agent infectieux qui est responsa-
ble de la tristement célebre maladie de Creutzfeldt-Jakob chez
I’lhomme, de la vache folle chez le bovin, de la

tremblante chez le mouton. Uarticle de Ronald g'o’u)s"‘/:s ;
t] n = 3
Melki et Luc Bousset (=) fera le point de nos b. 634

connaissances actuelles sur le prion;

la production de protéines recombinantes, qui

trouve des applications aussi bien dans le domaine médi-
cal (production & bas prix et faible risque de protéines a
usage thérapeutique comme I'insuline, ’lhormone de croissance
humaine...) qu’en recherche fondamentale ou appliquée, et qui
se heurte encore souvent a I'expression de protéines dont la
structure chimique est parfaite, mais qui ne peuvent adopter
spontanément la conformation native dans I’environnement
cellulaire ou elles sont exprimées et se retrouvent dans la cellule
sous forme de «corps d’inclusion», particules

faites de protéines mal repliées, insolubles, (=) m/ss
agrégées. Larticle de Jean-Michel Betton et Alain 2005, n° 6-7,
p. 613

Chaffotte (=) présentera les approches expéri-
mentales et les stratégies nouvelles développées
pour surmonter ces difficultés et permettre I'ex-
pression de protéines sous leur forme native fonctionnelle;

* la génomique structurale et fonctionnelle, dont I’'une des stra-
tégies prometteuses a long terme est la prédiction de la struc-



ture tridimensionnelle et de la fonction de protéines inconnues
dont la structure primaire a été révélée par le séquencage
des génomes. Larticle de Thomas Simonson (=)
montrera comment, a I’heure actuelle, on aborde

(=) m/s ) ) .
2005, n°6-7,  Par I'informatique le probleme de la «seconde
p. 609 traduction des génomes ».

€volution des idées sur le processus de repliement

I’étude, au niveau moléculaire, du repliement des protéines a
longtemps été négligée par les biologistes, au point que I’expres-
sion « biologie moléculaire » s’est appliquée aux acides nucléiques
et a la 1" traduction, mais pas a la seconde. Cela tient certai-
nement au remarquable succes, dans les années 60, des travaux
pionniers du groupe d’Anfinsen [2], travaux qui ont masqué la
complexité du processus et donné aux biologistes I'illusion que le
probleme était résolu. Comme le rappellera J. Yon-Kahn dans son
article, les travaux initiaux d’Anfinsen, puis les études du groupe
de Tanford sur I’équilibre in vitro entre la forme native et la forme
dénaturée de quelques petites protéines hautement purifiées
semblaient compatibles avec un mécanisme simple d’équilibre
entre ces deux formes, sans qu’il y ait entre elles d’intermédiaire
partiellement replié. L'idée dominante était donc que I’état natif
est identique a I’état thermodynamiquement le plus stable du sys-
téme protéine/solvant, et que I"acquisition de la forme native est
simplement la recherche de la conformation de plus faible énergie.
Cependant, la tres grande rapidité du processus de repliement
observé in vitro (de quelques millisecondes & quelques secondes
seulement dans bien des cas) excluait la recherche « au hasard »
de la conformation de plus faible énergie, et suggérait I'existence
d’un chemin de repliement privilégié, jalonné d’intermédiaires
partiellement structurés. Ce modéle, s’il expliquait la rapidité du
repliement, n’était cependant pas compatible avec le modéle a
deux états ci-dessus. De plus, le passage par des intermédiaires
«obligés » pouvait parfaitement conduire a un état métastable,
distinct de I’état de plus faible énergie, dans lequel la protéine
pourrait étre « piégée » par une barriere énergétique élevée.

Des études fines a I"équilibre, mais surtout 'utilisation de
techniques de cinétique rapide adaptées a I’étude du replie-
ment des protéines ont confirmé I'existence d’intermédiaires
de repliement, et donné naissance a des modeéles séquentiels
d’acquisition progressive de la structure native a travers une
succession d’intermédiaires de plus en plus organisés. Cepen-
dant, des considérations d’ordre génétique sur la fréquence des
mutations affectant le repliement [3], puis des considérations
d’ordre physicochimique venues des théoriciens ont bousculé
I’idée d’un chemin de repliement unique, et récemment imposé
celle de I'existence d’une multiplicité de chemins de repliement
permettant chacun a la protéine d’évoluer vers son état natif,
guidée en cela par la minimisation de son énergie. C’est la New
view, la « nouvelle vision », du processus de repliement, selon
laquelle la chaine peptidique testerait une multitude de con-
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formations par approximations successives dans un paysage
énergétique plus ou moins bosselé [4]: un peu comme une
bille qui chercherait a rouler du sommet du Mont-Blanc vers la
vallée de Chamonix, ralentie parfois dans tel ou tel creux (état
intermédiaire), aboutissant parfois dans une crevasse pour
s’y perdre (échec du repliement), mais réussissant souvent &
atteindre son but (I’état natif). Comme le montrera I’article
de Jeannine Yon-Kahn, nous vivons actuellement une époque
enthousiasmante, ol les travaux des expérimentateurs et ceux
des théoriciens, jusqu’ici menés indépendamment, ont fini par
converger pour donner une représentation cohérente, et sans
doute utilisable dans I"avenir, du processus de repliement.

Repliement spontané, avorté ou assisté

Apres les travaux novateurs du groupe d’Anfinsen sur la rena-
turation (repliement d’une protéine dénaturée vers son état
natif) in vitro de la ribonucléase, la littérature scientifique s’est
rapidement remplie de publications décrivant la renaturation
d’un grand nombre de protéines purifiées, donnant a croire
que le repliement spontané était toujours possible. Cela a trées
longtemps masqué les nombreux essais infructueux, les échecs
persistants rencontrés par les chercheurs s’attaquant a certai-
nes protéines. Modestie, ou humiliant sentiment d’incompétence
de la part de ces chercheurs qui n’ont pas voulu publier leurs
échecs ? Etroitesse de vue du systéme d’évaluation des articles
soumis pour publication dans des revues qui répugnent a publier
des expériences infructueuses ? Toujours est-il qu’il a fallu
des décennies pour réaliser que le repliement d’une protéine,
in vitro aussi bien que lors de sa biosynthése dans une cellule,
pouvait échouer dans bien des cas. Ce repliement abortif aboutit
trés généralement a une forme insoluble, agrégée, inactive de
la protéine. Dés les années 70, il est apparu que 'agrégation
n’était pas le résultat, mais bien la cause elle-méme du mau-
vais repliement, que I'efficacité du repliement dépendait d’une
compétition cinétique entre le «bon» repliement et 'agréga-
tion néfaste [5], et que I’agrégation résultait d’interactions
stéréospécifiques entre chaines polypeptidiques homologues
partiellement repliées sous forme d’intermédiaires de repliement
[6]. Ce phénomene a été identifié plus tard in vivo [7]. La com-
préhension des interactions responsables de la formation de tels
agrégats est a I'origine de Iutilisation d’additifs (dénaturants
dilués, détergents, sulfobétaines non détergentes, arginine...)
ou de procédés (basses températures, faibles concentrations
de protéines...) améliorant le résultat du repliement in vitro.
€t la spécificité des interactions responsables de I'agrégation
conduit a ’homogénéité chimique des agrégats, ce qui facilite la
purification de la protéine agrégée (voir I’article de J.M. Betton
et A. Chaffotte). Cependant, malgré ces «trucs» inventés par
les spécialistes du repliement, la renaturation in vitro d’une pro-
téine demeure un probleme délicat, qui demande de difficiles et
souvent longues mises au point spécifiques a chaque protéine.

565



566

Qu’en est-il alors du repliement «naturel », dans la cellule,
des protéines récalcitrantes a la renaturation in vitro ? €n
fait, la nature s’est heurtée au méme difficile probleme du
repliement, et I'a résolu par I"émergence, au cours de I’évo-
lution, d’une série de protéines qui aident les polypeptides
nouvellement synthétisés a se replier correctement. Il s’agit
de quelques enzymes (les proline-isomérases, qui accélérent
I’isomérisation lente entre les deux stéréo-isomeéres de la
proline au sein d’une chaine polypeptidique, et les enzymes
impliqués dans 'oxydation et I’échange de ponts disulfures)
et des protéines chaperons, une variété de protéines capables
de piéger les chafnes mal ou incomplétement repliées pour
les empécher de s’agréger et leur donner une nouvelle chance
de progresser sans encombre vers I’état natif. Notons que ces
protéines chaperons, trés ubiquitaires puisque retouvées dans
tous les organismes vivants, ne sont généralement pas des
enzymes : elles ralentissent souvent le repliement (au contraire
d’une enzyme dont le role est d’accélérer une réaction), mais
favorisent le « bon » repliement par rapport aux agrégats dans
la compétition cinétique entre repliement natif et agrégation.
Uarticle d’André-Patrick Arrigo (=) sur les protéines chape-

rons décrira ces macromolécules, essentielles

() mss a la vie cellulaire non seulement parce qu’elles
2005, n° 6-7 . L
) 61’9 * assistent de nombreuses protéines dans leur

repliement, mais aussi parce qu’elles agissent

en tant que régulateurs du trafic intracellulaire,
du transport transmembranaire, de la dégradation par les
protéases et, tres probablement, de diverses modifications
chimiques post-traductionnelles.

Conclusions

Le repliement des protéines est un domaine de recherche en
pleine évolution. Aprés une longue période de dormance, les
applications potentielles des connaissances sur le repliement
dans le domaine médical, en biotechnologie et en génomique
ont braqué le projecteur sur ce processus complexe, délica-
tement ciselé par I’évolution pour permettre a une chaine
polypeptidique non seulement d’acquérir sa structure biolo-
giquement active (sur laquelle s’exerce la pression évolutive),
mais aussi de I’acquérir en un temps étonnamment court, avec
une grande efficacité, la ou il le faut et quand il le faut. La
série d’articles qui suit apportera au lecteur, nous ’espérons,
une vision générale actualisée des connaissances acquises sur
les différents aspects de ce phénomene fascinant.

SUMMARY

Protein folding: the second translation of the genetic
message

Translation of the message encoded in a gene proceeds in two steps:
one translates the gene’s base sequence into the protein’s aminoa-
cid sequence; the second translates the latter into a complex, very
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precisely defined folded structure, the single one endowed with the
specific biological properties. The second step, named « protein fol-
ding », is currently a central issue in biological research. The present
editorial introduces a series of articles dedicated to this problem.
It gives a brief historical overview of how our understanding of the
folding mechanisms has evolved, which will be described in more
details by J. Yon-Kahn. It also places the problem of protein folding in
the context of basic research and its applications in several domains:
(1) medicine, where folding diseases (reviewed by G. Grateau) and in
particular neurodegenerative diseases caused by prions (see article
by R. Melki), are more and more recognized as a public health issue
(2) biotechnology, where the production of recombinant proteins
for research, diagnostic or therapy purposes is often hampered by
misfolding when a protein is expressed at high concentration in a
foreign host (modern approaches to overcome this difficulty will
be discussed by J.M. Betton and A. Chaffotte, and the way in which
«chaperones » prevent misfolding in the cell under natural condi-
tions will be described by A.P. Arrigo) ; (3) postgenomics, where the
interpretation of the immense amount of base-sequence informa-
tion collected through genome sequencing needs to be translated as
rapidly as possible into structural and functional information (the
computer approaches used to predict the 3D structure of a protein
from its aminoacid sequence will be outlined by T. Simonson). This
series comes timely, at a moment when the efforts of experimenta-
lists, theoriticians, and « users » of protein folding start converging,
and boost the power of molecular biology.

M.E. Goldberg

Unité de repliement et modélisation des protéines,
Institut Pasteur, 28, rue du Docteur Roux,

75724 Paris Cedex 15, France.
goldberg@pasteur.fr
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ateliers@folbiac.inserm. fr de la santé et de la recherche médicale

M Atelier de formation n° 162

Le cartilage articulaire : de la physiopathologie
a la bio-ingénierie tissulaire

Organisateurs : Francis Berenbaum (UMR CNRS 7079, Paris), Marie-Thérése Corvol (UMR-Inserm U530,
Paris), Sylvie Fournel-Gigleux (UMR CNRS 7561, Vandoeuvre-lés-Nancy), Mohamed Ouzzine (UMR CNRS
7561, Vandoeuvre-lés-Nancy)

Phase | ¢ Le point sur...
23-24 septembre 2005 ¢ La Londe Les Maures (Toulon)

Objectifs ® Des progrés majeurs ont été réalisés récemment dans la compréhension de I'homéostasie du cartilage et I'élucida-
tion des mécanismes impliqués dans les pathologies articulaires. Cependant, le développement d'alternatives thérapeutiques ¢
la chirurgie pour la réparation des lésions ostéochondrales reste un défi pour la prochaine décennie. L'objectif de cet atelier est
de faire le point sur les avancées scientifiques et technologiques dans ['étude du cartilage et I'exploration moléculaire de la
réponse chondrocytaire. D'autre part, le but de |'atelier est de présenter les nouvelles solutions thérapeutiques en cours d'étude
dans le domaine de 'ingénierie cellulaire et tissulaire du cartilage en mettant en lumiére I'importance des aspects pluridiscipli-
naires. Ce forum constitué de chercheurs fondamentdlistes, cliniciens et industriels permettra d’échanger les points de vue sur
I'intérat et les limites des différentes techniques et solutions thérapeutiques envisagées.

Public ® Chercheurs en biologie moléculaire et cellulaire, ingénieurs, post-doctorants, doctorants, médecins, pharmaciens,
industriels.
Les conférences seront en anglais.

Nombre maximum de participants : 80

Programme ¢ Les avancées récentes dans 'exploration moléculaire de la réponse chondrocytaire, de la cellule mésenchy-
mateuse au cartilage, seront présentées. En particulier, les progrés dans la connaissance des mécanismes de mécanotrans-
duction et les voies de signalisation par les facteurs de croissance et les cytokines et leurs implications thérapeutiques seront
discutés. Un intérét particulier sera porté & I'apport de nouvelles technologies & I'étude du cartilage : génomique fonctionnelle,
protéomique, transfert de génes, analyse des protéoglycanes et des protéines matricielles.

Les stratégies récentes d'ingénierie fissulaire du carfilage (thérapie cellulaire et génique, biomatériaux, techniques chirurgicales)
seront présentées. L'accent sera mis sur |'évaluation des capacités réparatrices de ces stratégies au moyen de modéles cellulaires
et animaux, des techniques de microimagerie, leur intérét clinique actuel ou futur et leurs limites. Une table ronde sera consa-
crée & 'intérét fondamental et clinique des techniques d'ingénierie fissulaire et & la discussion de leurs limites.

Avec la participation de : Thomas Aigner (Erlangen, Allemagne), Dominique Aunis (Strasbourg, France), Francis Berenbaum
(Paris, France), Alain Blum (Nancy, France), Bruce Caterson (Cardiff, Grande-Bretagne), Marie-Thérése Corvol (Paris,
France), Steffen Gay (Zirich, Suisse), Alan J. Grodzinsky (Cambridge, Etats-Unis), Dick Heinegard (Lund, Suéde), Ernst B.
Hunziker (Bern, Suisse), Didier Mainard (Vandceuvre-lés-Nancy, France), Patrick Netter (Vandoeuvre-lés-Nancy, France),
Mohamed Ouzzine (Vandoeuvre-lés-Nancy, France), Donald Salter (Edimburgh, Grande-Bretagne), Wim B. Van den Berg
(Nijmegen, Pays-Bas).

Phase Il ¢ Maitrise technique
11-14 octobre 2005 e Paris/Vandoeuvre-lés-Nancy

Programme ® Andlyse protéomique du chondrocyte et du carfilage (Vandeeuvre-lés-Nancy). ® Mise en ceuvre des techniques
de fransfert de génes dans le chondrocyte animal et humain (Paris). ® Modéle de stress mécanique par compression dexplants
de cartilage (Flexcell). Etude des génes mécanosensibles (Paris).

Sélection ® 5 participants par laboratoire seront retenus parmi les participants de la phase |.

Date limite d’inscription : 23 juillet 2005




