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La relaxation chimique correspond au réajustement d’un systéme de réactions chimiques réversibles écartées de
I’équilibre par une faible perturbation, saut de température ou de concentration par exemple. Les techniques expéri-
mentales actuelles permettent de mesurer par spectroscopie des cinétiques de réaction correspondant a des temps de
relaxation pouvant varier de la microseconde a quelques jours. Nous les illustrons par un exemple d’analyse des inter-
actions entre deux protéines, la transferrine et son récepteur membranaire, responsables du transport et de I’acquisi-
tion du fer chez les vertébrés, et montrons que I’on peut ainsi identifier les différentes étapes de la réaction.

Les méthodes et techniques de la relaxation chimique ont été
mises au point et développées a partir des années cinquante par
M. Eigen (prix Nobel de chimie, 1967) dans le but d’analyser la
vitesse des réactions rapides ou ultra-rapides [1]. Eigen a été le
premier & mesurer le temps de dissociation de I'eau (< 10
seconde) et a rapporter des constantes cinétiques de transferts
de proton contrdlés par la diffusion (~ 10'" M-' s7"). Depuis, a été
accompli un travail colossal sur pratiquement tous les aspects
des réactions chimiques réversibles dites rapides ou ultra-
rapides. Des centaines de réactions de proto-dissociation, de
tautomérie, d’interactions moléculaires, de micellisation, de for-
mation de complexes métalliques avec des dizaines de métaux et
des centaines de ligands, et de nombreux autres types de réac-
tions ont été et continuent a étre analysées par les techniques et
méthodes de la relaxation chimique. Eigen a été, par ailleurs, celui
qui a déclenché la course a la détection et I’'analyse des réactions
ultra-rapides. Cette course a abouti a I’émergence de la « femto-
chimie » [2], qui permet depuis les années quatre-vingt de mesu-
rer la vitesse des processus élémentaires se déroulant a I’échelle
de la femtoseconde (10-'® seconde).

Nous allons introduire sommairement les principes de la relaxa-
tion chimique et les appliquer aux mécanismes d’interaction entre
les protéines responsables du transport et de I'acquisition du fer
chez les vertébrés : les transferrines et leurs récepteurs [3, 4].

Cinétique de relaxation,
linéarisation des équations de vitesse

Tout équilibre chimique est affaire de dynamique : A et B
réagissent constamment pour donner C, et C se dissocie
constamment en A et B (équation 1).

Ky
A+B = C O
K
ou k, et k_; sont les constantes cinétiques élémentaires, respec-
tivement de premier et second ordre. L’équation cinétique de la
réaction (1) s’écrit :

- d[A)/dt = - d[B)/dt = d[C)/dt = k, [A] [B] - k_, [C] 2

A I'équilibre thermodynamique, la vitesse de la réaction est
nulle (d[A]/dt = 0) et on peut écrire :

ki [AT[B] =k [C] 3)
[Al [B]/[C] =k, /K, =K, 4)
ou K, est la constante d’équilibre.

Dans son aspect le plus général, la relaxation traite du réajus-
tement d’un systeme de réactions chimiques écartées de I'équi-
libre par une faible perturbation. Un équilibre chimique peut
dépendre d’un certain nombre de variables extrinseques, telles
que la température et la pression, ou intrinséques telles que les
concentrations. Si nous perturbons une de ces variables, nous
perturberons aussi le systéme. lllustrons cette approche par le
principe du saut de température, qui consiste a augmenter la

12 Bulletin de la S.F.P. (151) octobre 2005

température du systéme réactionnel de sa valeur initiale T, ou la
constante d’équilibre s’exprime en fonction des concentrations a
I’équilibre initial (K; = [A]; [B];/ [C]), & une valeur finale T, ou la nou-
velle constante d’équilibre s’exprime en fonction des concentra-
tions a I'équilibre final (K; = [Al; [B]; / [C]). Cette augmentation de
température doit se faire telle que le temps de montée de la per-
turbation soit le plus rapide possible (instantané) devant le temps
de demi-vie de la réaction. Il faut aussi que T; soit maintenue
constante durant la réaction (figure 1). Que va-t-il se produire ?
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Figure 1. lllustration du rétablissement de I'équilibre d’un systeme chimique
réversible aprés un saut instantané de température de T, a T,. Réarrangement
exponentiel des concentrations en fonction du temps.

Au temps t = 0 : la température transite instantanément de T, a
T, K; devient instantanément K, et se maintient tant que T, est
stable. Toutefois, a t = 0, la réaction n’a pas encore eu lieu et les
concentrations des espéces présentes sont encore celles obéis-
sant a K; ([A], [B]; et [C]). Pour respecter la nouvelle constante
d’équilibre K, ces concentrations vont se réarranger au cours du
temps en [A], [B]; et [C];.. Les concentrations au temps t, [A], [B]
et [C] peuvent alors s’écrire : [A] = [A]; + A[A], [B] = [B]; + A[B], [C]
= [C]; + A[C], ou A[A], A[B] et A[C] sont les écarts de ces concen-
trations par rapport aux concentrations finales. La conservation
de la masse implique que : A[A] = A[B] = - A[C].

Si les variations des concentrations entre I’état initial et I'état
final sont faibles, I’équation de vitesse (2) peut étre linéarisée et
devient :

- dA[A] / dt = {k,([A]; + [B]) + k4 } A[A] = T A[A] 5)
La solution de cette équation s’écrit :
A[A] = A[A], exp(-t/T) (6)

ou A[A], = [A]; - [A]; est 'amplitude de relaxation et 1 le temps de
relaxation.

La faible perturbation éloigne peu la réaction de sa position
d’équilibre, ce qui, indépendamment de I'ordre de la réaction,
réduit I’équation cinétique a une relation linéaire. Dans le cas des

systemes comprenant plusieurs réactions chimiques, I’évolution
en fonction du temps des concentrations impliquées dans cha-



cune de ces réactions devient alors une exponentielle pure (figu-
re 1). Ainsi, les techniques de relaxation, quand elles sont appli-
cables, simplifient considérablement I'analyse cinétique des sys-
témes chimiques complexes.

Techniques de la relaxation chimique

Le type de perturbation le plus utilisé est le saut de températu-
re par effet joule. Dans les appareils commerciaux, le saut de tem-
pérature est produit par la décharge rapide dans le milieu réac-
tionnel d’un condensateur dans une cellule spécifique munie de
deux électrodes en métal précieux (or ou platine) et de fenétres
optiques. Dans ces conditions et en fonction de la conductivité
du milieu réactionnel, un saut de température de 15 K peut s’ef-
fectuer en 200 ns et la température finale reste constante pendant
quelques ms. La détection du réarrangement des concentrations
se fait par spectrophotométrie d’absorption ou d’émission. Les
signaux expérimentaux sont acquis et accumulés sur ordinateur.

La relaxation chimique n’est pas seulement réservée aux réac-
tions rapides. Il a été montré que dans certaines conditions expé-
rimentales, elle est parfaitement applicable a I’analyse des ciné-
tigues moyennement rapides ou lentes. Dans ces deux cas, la
perturbation est induite par le saut d’une ou de plusieurs concen-
trations des espéeces jouant un role actif dans le systéme. Ce saut
de concentration peut étre effectué en 2 ms avec un appareil
d’« Ecoulement Interrompu » (Stopped-Flow). Dans cet appareil,
deux solutions sont mélangées, sous pression, d’une maniére
tangentielle aux parois d’une chambre de mélange spéciale
munie de fenétres de détection. L'écoulement est interrompu
juste aprés le mélange avec un systeme de blocage mécanique
qui déclenche aussi I'acquisition. La détection est le plus souvent
spectrophotométrique. Pour les réactions lentes (> 10 secondes),
le mélange est effectué en quelques secondes dans une cuve de
spectrophotometre par simple agitation. Il faut souligner ici que
pour pouvoir mesurer convenablement un temps de relaxation, il
faut que le temps de montée de la perturbation soit au moins cing
fois plus rapide que le temps de relaxation lui-méme (figure 1).

Nous disposons ainsi, avec les techniques de saut de tempé-
rature et de mélanges rapide ou lent, d’'un éventail de méthodes
nous permettant d’analyser des systémes chimiques composés
d’un ensemble de réactions dont les temps de relaxation peuvent
varier d’'une microseconde a quelques heures, voire quelques
jours.

Application de la relaxation chimique

aux interactions protéine-protéine rapides
et lentes, cas de la transferrine

et de son récepteur [3, 4]

La sérum-transferrine humaine est le transporteur naturel du fer
dans le sang. Quand la protéine est chargée en fer sous forme de
holotransferrine, elle est reconnue par son récepteur membranai-
re et forme un adduit (produit issu d’une réaction d’addition) pro-
téine-protéine. Le couple holotransferrine-récepteur est alors
véhiculé a 'intérieur de la cellule dans un sac membranaire appe-
|é endosome. Dans le cytoplasme, les endosomes contenant le
couple transferrine chargée en fer/récepteur s’acidifient. Le fer est
alors libéré et le nouvel
adduit récepteur-apotrans-
ferrine (transferrine libre de
fer), recyclé vers la surface
de la cellule (figure 2).

La transferrine est une
protéine bilobale, dont
chaque lobe posséde une
cavité de fixation du fer (lll)
dans laquelle le métal est
enfoui a ~ 10 A de la surfa-
ce de la molécule (figure
3A). Le récepteur membra-
naire de la transferrine est
une protéine homodimé-

Transferrine diferrique

ou Holotransferrine
rique f_ot:mee de deux Figure 3 : (A) Structure type « ruban » d’une sérum-transferrine humaine
soys,-unltes‘. Chaque SOUS-  saturée en fer (holotransferrine). (B) Structure type « ruban » du récepteur
unité posséde une partie de la sérum-transferrine humaine.
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Figure 2 : Vioie principale d’acquisition du fer chez les mammiferes. Endocytose
(incorporation dans la cellule) du couple holotransferrine-récepteur de la trans-
ferrine et recyclage de I'apotransferrine vers la surface cellulaire.

transmembranaire et un ectodomaine dirigé vers le milieu aqueux.
Le récepteur a la forme d’un papillon dont les ailes constituent
une forme apicale, le corps une forme hélicoidale et dont la par-
tie proche de la membrane forme avec cette derniére une cavité
d’une cinquantaine d’angstroms (figure 3B). Les différences de
structures entre la transferrine et son récepteur font que ces deux
protéines possédent des spectres caractéristiques d’absorption
et d’émission qui vont permettre la détection de leur réarrange-
ment au cours du temps pendant les mesures cinétiques. Pour
des raisons techniques, le récepteur de la transferrine a été solu-
bilisé dans des micelles d’un détergent, le CHAPS, qui jouent ici
le role d’une membrane artificielle.

L’application des méthodes et techniques de la relaxation chi-
mique au systeme transferrine-récepteur-CHAPS a permis d’éta-
blir le mécanisme d’interaction de la transferrine avec son récep-
teur.

Quand une solution de récepteur de transferrine dans un milieu
neutre et en présence de CHAPS est soumise a un saut de tem-
pérature rapide (200 ns) de 25 a 37 °C, un seul processus ciné-
tique est détecté (figure 4A). Ce phénomene, ultra-rapide (environ
500 ns) et non résolu dans le temps, est décrit par une interaction
entre le récepteur et les micelles de CHAPS. L'ajout de holo-
transferrine (transferrine saturée en fer) a la solution fait apparaitre
un second mode de relaxation qui se manifeste par une augmen-
tation exponentielle de I’émission de fluorescence en fonction du
temps (figure 4A). Ce phénomeéne, qui se déroule en une cin-
quantaine de microsecondes, peut étre décrit par les équations
(1) a (6) de la relaxation chimique, ou A est I’holotransferrine, B le
récepteur et C, I'adduit. On vérifie bien que I'inverse du temps de
relaxation mesuré dépend linéairement de la somme des concen-
trations en récepteur et en holotransferrine (figure 4B, équation 7).

= K, ([holotransferrine] + [récepteur]) + k ; =
ki (A1 +[B) +k, (7)

Ce mode rapide est suivi par un troisieme mode de relaxation
tres lent (~ 8000 s), que nous ne montrerons pas ici. Ce proces-
sus cinétique est détecté par la variation de la différence d’ab-
sorption optique (absorption différentielle) entre un mélange de

Domaine hélicoidal
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Figure 4 : (A) Variation en fonction du temps de I'émission de fluorescence
d’une solution de récepteur en présence de transferrine dans un milieu micel-
laire. La variation de I'intensité de fluorescence est proportionnelle a la varia-
tion des concentrations des especes protéiques présentes dans le milieu
réactionnel. (B) Variation des inverses des temps de relaxation associés au
second phénomene rapide de la figure 4A en fonction de la somme des
concentrations en holotransferrine et en récepteur libre. La pente de la
meilleure droite de régression est égale a k, = 3,2 x 10° M"" s et I'ordon-
née a l'origine est égale a k , = 1,6 x 104 s7/.

récepteur et de holotransferrine avant et apres réaction. Les
inverses des temps de relaxation qui sont associés a ce phéno-
meéne lent sont indépendants de nos paramétres expérimentaux
(équation 8).
T, =k, + K, 8)

L’analyse des trois modes de relaxation observés a permis de
proposer un mécanisme pour l'interaction de la transferrine char-
gée en fer avec son récepteur, dans les milieux neutres en pré-
sence de micelles de CHAPS (réactions 9, 10 et 11, figure 5).

B + micelles = adduit récepteur-micelles 9)
(réaction ultra-rapide non résolue dans le temps)

k1
A+B=C, (10)
-1
k2
C,=C A1)

-2
Le récepteur B interagit trés rapidement avec la holotransferri-

ne A et donne un produit cinétique (complexe intermédiaire trans-

ferrine-récepteur) avec une constante de dissociation :

K,=[Al[Bl/[C,]=k,/k,=0,5uM
Ce produit cinétique C, subit alors un changement de confor-

mation lent (8000 s) lui permettant d’atteindre son état thermody-
namique C, avec une constante d’équilibre :

K,=I[Cl/[C,1=k,/k, =217

Ce changement de conformation permet de mesurer une
constante de dissociation globale pour I'adduit protéine-protéine :

Kyopae = [A] [B1 7 [C] = K, / K, = 2,3 nM.

globale —
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Figure 5 : Mécanisme d’interaction entre la holotransferrine et le récepteur de
la transferrine.
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Figure 6 : Structure hypothétique de I'adduit dans son état thermodyna-
mique C, formé par deux holotransferrines interagissant chacune avec une
des deux sous-unités du récepteur de la transferrine.

Le changement de conformation du produit cinétique holo-
transferrine-récepteur va donc avoir pour effet de stabiliser I'ad-
duit transferrine-récepteur d’un facteur de 217.

Ce mécanisme a été confirmé par des données obtenues par
cryo-microscopie électronique, associée a la modélisation molécu-
laire, ou il a été montré qu’il existe deux interactions différentes entre
le récepteur et la holotransferrine. La premiére, forte, est celle du
lobe C de la holotransferrine avec le domaine hélicoidal du récep-
teur ; la seconde, beaucoup plus faible, est celle ou le lobe N vient
s’insérer dans une gorge située entre la membrane et le récepteur
(figure 6) [5]. Nous pouvons donc conclure que I'étape cinétique de
50 us (figure 4A) décrit I'interaction rapide du lobe C avec le domai-
ne apical du récepteur, tandis que I'étape de 8000 s décrirait le
changement de conformation de la transferrine, dont le lobe C est
en interaction avec le récepteur, pour permettre au lobe N de s’in-
sérer entre le récepteur et la membrane plasmique (figure 6).

Conclusion

Cet exemple illustre une faible partie des nombreuses possibi-
lités qu’offrent les méthodes et techniques de la relaxation chi-
mique pour I'analyse de systemes biologiques complexes multi-
réactionnels et réversibles. Pour que ces techniques soient appli-
cables, deux conditions sont requises. (i) Le systeme doit étre
sensible au type de perturbation dont dispose I’expérimentateur
(saut de température ou de concentration), et (ii) il faut également
posséder un moyen de détection rapide permettant de suivre le
réarrangement des concentrations des espéces présentes en
fonction du temps (spectrophotométrie d’émission ou d’absorp-
tion). La littérature montre qu’il existe un trés grand nombre de
systemes réactionnels de type « boites noires », dont les méca-
nismes internes sont inconnus et peuvent étre déterminés par les
techniques et méthodes de la relaxation chimique.
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