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Résumé frangais

A. Qu’est ce que le collagéne?
Caractérisation des formes fibreuses du collagéne.

Le Collagéne est le constituant majeur de toutes les protéines des organismes vertébrés. Le
pourcentage du collagéne dans les organismes de mammiféres ainsi que dans beaucoup d'especes
invertébrés est d’au moins 25%. C'est une protéine qui existe dans le monde animal sous une large
variétz de formes. Ainsi, on peut le trouver sous forme de filaments trés fins, de feuillets transparents
ou bien sous la forme de fibres ¢paisses trés rigides. Le collagéne est présent dans divers tissus comme
les épidermes, les tendons, le cartilage, les os, la cornée ainsi que dans les lames basales.

On peut dire de fagon simplifiée que le r6le principal du collagéne est de contenir ainsi que de servir
de support et d'intercalaire pour les tissus. La fonction essentiellement structurale du collagéne est
principalement due & la résistance mécanique des fibres de collagéne. Cette fonction structurale est
assurée grace a une conformation moléculaire unique au niveau de la séquence d'acides aminés ol
I'on retrouve une trés grande régularité dans la distribution des résidus et de fagon périodique. Du
fait de cette séquence unique, il résulte un alignement spécifique lors de I'assemblage extracellulaire
ainsi (e la formation de liaisons covalentes qui sont déterminantes pour la force extensible des fibres
de coll.géne.

Le collagire est une protéine spéciale du fait de son caractére trés ordonné et de sa résistance
mécanique accrue. On le trouve sous forme de réseau structural flexible pour contenir d’autre tissus
comine ia peau et les gaines musculaires, ou bien sous la forme de cordage assurant la conjonction
entre deux tissus comme les tendons et les ligaments. On le trouve aussi sous forme de réseau
structural rigide comme dans les os, ou bien comme surface de jointure a trés faible effet de friction
dans les articulations ainsi que dans des tissus élastiques de transport de fluides comme les vaisseaux
sanguins.

Différents types génétiques de collagéne existent dans les especes animales supérieures. Ceux-ci ont
défia été caractérisés par des études biochimiques qui ont ainsi permis de trouver des types différents
de collagéne dans chaque tissu (Miller E.J. et.al., 1982). Ainsi le collagéne de type I, qui est aussi le plus
abondant, est le composant exclusif du tendon et des os. Par contre le collagdne dit de type I est celui
quon trouve dans d'autres tissus comme la peau ou les tissus vasculaires en méme temps que le
collagéne de type III. Quant au collagéne de type 1I on le trouve comme composant majeur du
cartilage. Toutefols, les types I, I et I1l de collagéne qui forment la matrice extracellulaire ont toujours
une forme fibreuse périodique dans l'arrangement des molécules. Par contre, les autres types de
collagénes, dits de type IV et V et que 'on trouve dans d’autres tissus n‘ont pas cette structure
fibreuse et périodique.

Les molécules de collagéne sont formées de trois chaines polypeptidiques qu'on appelle les chatnes-a

page: 7



qui possédent toutes les trois une séquence répétitive de la forme Gly-X-Y le long de la séquence
primaire, les lettres X et Y désignent quant a elles tout autre acide aminé. Le collagéne de type 1
posséde deux types de chaines polypeptidiques comme celles définies ci-dessus. Ces chaines sont
appelées . 1(]) et a2(I) et s’associent dans un rapport stoechiométrique de 2. Chaque chaine a1(I)
posséde 1014 résidus présents dans les deux chaines peptidiques. Les dimensions des chaines-o avant
de leur repliement en triple hélice sont approximativement de 3000A par 15 A.

La conformation moléculaire du collagéne en triple hélice a été déduite grace a I'analyse de la
séquence primaire ainsi qu’aux études de diffraction aux grands angles des rayons X. Le pas dans
chacune des hélices gauches du collagéne est de 2.9 A approximativement. Les trois hélices sont
ensuite enroulées les unes sur les autres autour du méme axe pour former une super hélice droite qui
constitue la molécule de collagéne. Chaque brin de cette super hélic> posséde trois acides aminés par
tour avec une distance inter résidu de 2.86A. Ces trois chaines sont a leur tour reliées par une
translation axiale de 2.86A et une rotation azimutale de 108°. Par conséquent, chaque brin est aussi un
super enroulement de la chaine polypeptidique avec une hauteur hélicoidale de 30 résidus (voir
figure 1.2 p. 23). Le domaine central du collagéne posséde un résidu glycine tous les trois résidus, mais
les extrémités de la molécule qu'on appelle les télopeptides ne possddent pas cette régularité. Le
repliement hélicoidal de ces deux extrémités est donc interdit. Par exemple la chaine @1(I) bovine
posséde 1014 rxidus dans la partie centrale avec une glycine tous les trois résidus. L'extrémité N-
terminale (M-télopeptide) posséde 16 résidus et 'extrémité C-terminale (C-télopeptide) 25 résidus
sans cette régularité (Fietzek & Kuhn, 1976; Helseth et.al., 1979). 20% des autres acides aminés dans la
molécule de collagéne sont des prolines ou des hydroxyprolines dont l'importance pour la
stabilisation ainsi que pour les propriétés du collagéne sont maintenant discutées.

Le collagéne (Rich et. al., 1961; Traub et Piez, 1971) est 'une des rares protéines qui est de nature
fibreuse plutét que globulaire et volumineuse comme les autres structures protéiques. Nous avons vu
que l'unité de base du collagéne est formée de trois chaines polypeptidiques différentes, chacune étant
une hélice tertiaire gauche. La super hélice droite formée par l'enroulement des trois brins posséde un
caractére répétitif et une hauteur qui semblent étre liés a la structure primaire de la chaine
polypeptidique. Les trois chaines polypeptidiques sont maintenues ensemble par des liaisons
hydrogeénes qui sont seulement possibles du fait que les résidus glycines occupent toutes les
troisiémes positions dans chacune des trois chaines. Ainsi la séquence répétitive de la glycine et le
couplage des chaines par des liaisons hydrogénes sont les facteurs qui permettent aux trois chaines de
s'intégrer ensemble dans une super hélice stable. La figure L1 p. 22 montre comment trois chaines
hélicoidales gauches de type 3, peuvent étre amenées A former une triple hélice de type collagéne. Les
hélices gauches 3, étant préférées A toutes autres structures secondaires A cause de leur contenance
élevée en acides aminés prolines et hydroxyprolines. De ce fait le collagéne est unique parmi les
autres protéines car il est le seul A posséder un pourcentage trés élevé de prolines et
d'hydroxyprolines. De plus les restrictions stériques et de rotation propres a la stéréochimie de ces
deux résidus font que la structure hélicoidale gauche 3 soit en fait la plus probable. Finalement et au
vu de cette description simple des molécules de type collagne nous pouvons conclure que la stabilité
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de cette molécule dépendrait des facteurs suivants: (a) la quantité de résidus prolines et
hydroxyprolines présents dans chaque chaine polypeptidique ainsi que ia distribution de ces résidus
le long de la structure primaire, (b) la séquence glycine dans chacune des trois chaines, et (c) le
nombre et le mode de liaisons hydrogénes qui relient les trois chaines.

Les tendons, tissus dont la fonction mécanique est évidente dans les organismes vertébrés, sont
formés par des micro fibres, elles mémes composées d'un arrangement régulier de molécules de
collagéne de type 1. Depuis plusieurs décennies, des études biochimiques ainsi que des études de
microscopie électronique et de diffraction de rayons X ont abouti a une caractérisation plus ou moins
compléte de la structure primaire ainsi que de la structure secondaire et tertiaire. Cependant,
'empilement et plus généralement I'organisation moléculaire du collagéne dans le tendon ainsi que
les spécificités de cette structure au niveau des interactions biochimiques ne sont pas encore résolus et
nécessitent une étude structurale plus approfondie.

B. Avantag :s et buts de 1'étude structurale des fibres de collagéne
au rayonn' .ment synchrotron

Le rayonnement ¢ mchrotron est de plus en plus utilisé pour des études structurales de molécules
d'intérét biologiqur et plus particulidrement des fibres. Tous les laboratoires de rayonnement
synchrotron sont actuellement équipés de dispositifs expérimentaux adaptés aux études structurales
par diffraction de fibres (Nave et.al., 1985). D'une fagon générale, les cristaux ayant des grandes
mailles cristallographiques (virus, ADN etc....) représentent une classe importante et A part. Ils
représentent des structures pour lesquelles aucune analyse structurale n'est possible sans l'usage du
faisceau X synchrotron (Ealick & Walter, 1993; Fisher & Johnson, 1993; Logan et.al., 1993; Pflugl et.al.,
1993). En effet, la nature peu divergente du faisceau de rayons X synchrotron permet de séparer
plusieurs ordres de diffraction rapprochés pour des mailles cristallines supérieures 3 200A. Des
études trés récentes sur des mégastructures sont d'ailleurs trés représentatives de I'intérét croissant
que suscite le rayonnement synchrotron au niveau de la résolution structurale de molécules ou
d’assemblages moléculaires géants et qui dépendraient exclusivement de la disponibilité des sources
de rayonnement synchrotron.

En ce qui concerne les études de diffraction de fibres, les problemes généralement rencontrés sont de
natures différentes et concernent aussi bien les conditions expérimentales que l'analyse des données
de diffraction. La diffusion diffuse qui résulte du désordre moléculaire cu de mouvements atomiques
corrélés au sein du réseau cristallin ainsi que la trds faible intensité des tiches de diffraction des
échantillons biologiques sont les exemples les plus courants de difficultés rencontrées dans l'analyse
des donnés de diffraction de fibres. Par contre, lors de l'usage du faisceau intense de rayons X
synchrotron, nous obtenons généralement un rapport signal sur bruit des tiches de diffraction qui
permettent d'observer sur les clichés des caractéristiques, qui d'ordinaire, sont difficilement
observables dans les expériences avec des sources de rayons X classiques. Ainsi les expériences de
diffraction sur des fibres de collagéne avec le rayonnement synchrotron semblent &tre trds
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prometteuses pour une caractérisation strurturale a basse r solution de ce matériau.

Le but principal de cette étude est d'évaluer les potentialités de la méthede du remplacement

isomorphe pour obtenir les phases des données de diffraction de collagéne natif et de ses dérivés

lourds. Les problémes majeurs rencontrés auparavant dans les études avec des sources de rayons X

classiques ainsi que les solutions que je propose d'utiliser sont présentés ci-dessous:
1) Toute étude cristallographique nécessite la définition préalable d'un systéme cristallin
unique (réseau de Bravais et groupe de symétrie) sur la base duquel les taches dans les clichés
de diffraction seront indexées. Plusieurs systémes ont déja été proposés dont un récemment par
Kajava (1991). Je consacrerai le chapitre 3 A la comparaison de ce nouveau modéle avec le
modele triclinique établi auparavant par Fraser et MacRae sur la base de données
expérimentales. Pour cela j'ai écrit un programme de calcul du cliché de diffraction pour les
deux modeles et j'ai comparé les résultats des deux modeles aux clichés expérimentaux. La
maille triclinique de Fraser & MacRae est ainsi confirmée en utilisant des techniques
d'amélioration et d'addition d'images qui ont permis de visualiser les détails dans les clichés de
diffraction et de voir ainsi toutes les taches de diffraction méme les plus faibles.
2) L'espacement des réflexions successives dans la direction des indices 1 du réseau réciproque,
c'est A dire dans la direction paralléle a I'axe de la fibre dans le plan du film, est trés petit. Les
différents ordres sont entremélés comme le montre la figure 11.12 p. 41. Ceci est di 2 la taille
inhabituelle de la maille élémentaire du collagene qui fait 2 peu prés 678A dans la direction de
l'axe ¢ (c* = 0.0015A-1) et qui complique le processus d'intégration des réflexions. La solution
serait de faire des mesures avec des distances échantillon-détecteur supérieures a celles déja
utilisées, mais on perd ainsi dans la résolution car les réflexions d’ordres supérieurs ne sont
plus enregistrées sur les films a moins d'utiliser des détecteurs de surface plus grande (comme
les récentes “image-plates”).
3) L'axe de rotation des domaines cristallins dans la fibre n'est pas paralléle & un axe du réseau
réciproque. Ceci exclu donc l'usage des méthodes de rotation de monocristaux. De plus,
I'absence de précision dans la mise au point expérimentale de l'iriclinaison de la fibre par
rapport au faisceau de rayons X rend encore plus difficile 'indexation des ordres successifs
dans la direction de l'indice L.
4) L'élargissement des taches, di a la taille réduite des microcristaux dans 'échantillon, n'est
pas défini pour chaque réflexion, par conséquent chaque tache sera intégrée manuellement.
5) Le bruit de fond ainsi que la diffusion diffuse sur les films et plus particulidrement sur les
axes méridional et équatorial sont trés importants. L'usage de plusieurs film dans une méme
cartouche permet de collecter les taches trés intenses sur le demier filin od le bruit de fond et la
diffusion diffuse sont fortement atténués.
6) Les domaines cristallins dans le tendon sont aussi désorientés de 1 ou 2 degré selon la
direction polaire (voir figure IL3 p. 30). Il en résulte que les tiches de diffraction sont arquées,
principalement dans la direction de l'axe Z. Ces arcs sont dépendants de 1a position des taches
sur le film et leur effet n'a pas pu &tre simulé par les programraes de prédictions (mals ceci est
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en cours de réalisation). De plus une correction supplémentaire, dite facteur de Lorentz, doit
étre apportée a chaque intensité intégrée. Elle est nécessaire pour corriger certains effets
géométriques propres a la diffraction par les fibres.

7) L’intensité des taches de Bragg des fibres de collagéne posséde une dynamique trés
importante surtout en ce qui concerne les intensités sur les axes principaux (c'est a dire le
méridien et I'équateur) du cliché de diffraction quand on les compare a celles des autres régions
du film. Pour cela on utilise plusieurs films dans une méme cartouche pour mesurer les
intensités faibles sur les premier films et celles qui sont trés fortes sur les derniers. Ceci pose un
probléme d’alignement et d'orientation des différents films exposés dans la méme cartouche.
Le chapitre 5 montre la méthode de traitement numérique des images permettant de
déterminer I'origine du cliché de diffraction et la réorientation des différents films d'une méme
cartouche. Ainsi les données relatives a une expérience seront collectées de fagon plus rapide et
plus sidre produisant un jeu de facteurs de structure pour le tendon natif et pour chanue dérivé
lourd. La saturation des pics aussi a toujours été contrblée avant de procéder a l'intégration.

Le but principal de ce travail est de collecter le maximum de données quantitatives {c'est a dire des
facteurs de structures) des fibres de collagéne du tendon afin de permettre une étude structurale a
basse résolution et d'élucider ainsi le probléme de l'empilement des molécules dans les domaines
ordonnés de collagéne. La méthode du remplacement isomorphe par des atomes lourds sera testée
puisque c’est la méthode la plus couramment utilisée dans les études structurales aux rayons X des
protéines. Nous attendons de cette méthode qu’elle conduise a la compréhension du mode
d’empilement des molécules dans les cristaux de collagéne et ce, a trés basse résolution, en fournissant
les phases des réflexions natives. En effet la solution des phases pour les factetirs de structures de la
structure native est le probléme crucial et seule la méthode du remplacement isomorphe permet de le
résondre de fagon mathématique. Par ailleurs, aucune autre source d’information expérimentale sur
les phases n'est applicable comme par exemple la méthode directe qui n'est possible qu'avec un
nombre d’atomes trés faible dans la structure. De plus, les clichés de diffraction avec des dérivés
lourds ont été réalisés au synchrotron de Daresbury (Angleterre) et V'on voit de fagon perceptible des
changements dans 1'intensité des taches de Bragg diffractées. Ceci prouve que la méthode des dérivés
isomorphes (MIR) peut étre riche en informations.

Aprés une introduction aux méthodes générales utilisées en cristallographie des fibres aux rayons X
une partie de ce travail concemnera la mesure de la taille moyenne des domaines cristallins le long de
l'axe de la fibre. Nous savons que le tendon est constitué de plusieurs domaines microscopiques ayant
une structure cristalline et la caractérisation de la tallle de ces domaines ouvre de nouvelles
perspectives grace au propriétés du rayonnement synchrotron. En effet, si 'on arrive a isoler un des
domaines monocristallins du tendon qui fasse des dimensions de I'ordre de quelques microns alors
une étude cristallographique a haute résolution est possible par les méthodes du cristal tournant en
utilisant ces domaines monocristallins. Cecl est uniquement possible grice a 'avénement de sources
synchrotrons trés intenses qui permettent de réaliser des expériences avec des falsceaux de rayons X

page: 11



trés focalisés dont les dimensions peuvent atteindre le domaine submicronique au niveau de
I'échantillon (voir a ce sujet I'ESRF Beamline Handbook).

Ensuite, la périodicité unidimensionnelle du collagéne dans le tendon étant établie d’aprés
I'observation des données sur l'axe meridional, nous supposerons que le tendon est de nature
cristalline et essayernns de résoudre sa structure a basse résolution. Le systéme cristallin sera celui
déja défini par d'autres auteurs et c'est sur la base de ce systéme que mes données de diffraction
seront interprétées. Pour cela jai écrit un programme de calcul numérique qui fait des prédictions du
cliché de diffraction par des fibres; les différents parameétres expérimentaux y sont considérés comme
I'inclinaison de la fibre par rapport au faisceau direct ou la désorientation polaire des domaines
cristallins dans le tendon. Des moyens informatiques et de traitement d'images sont & ma disposition
pour travailler sur des images de films aprés numérisation. Le traitement d'images a bénéficié d'une
contribution de D. Richard, informaticien a l'institut Laue-Langevin (Grenoble) qui a développé des
outils graphiques et numériques puissants.

C. Méthodes et techniques d'études structurales des fibres et les
améliorations obtenues dans ce travail

La diffraction des rayons X par des fibres biologiques naturelles a longtemps été une technique de
caractérisation qualitative des tissus étudiés. Les informations obtenues par ce biais étaient limités a
l'observation de taches discrétes sur le cliché de diffraction qui indiquaient un arrangement
périodique des molécules sans pour cela permettre de résoudre des structures 3-D. Certains travaux 4
trés basse résolution ont cependant été possibles grace a des synthéses de Fourier & une dimension
mais o1 les phases des réflexions étaient négligées. Une telle synthese de Fourier tenant compte des
amplitudes seulement et pour des données & une dimension est valable pour quelques ordres de
réflexion seulement car on peut dans ce cas tolérer des approximations sur les valeurs numériques des
phases. Dans le cas du collagéne nous avons obtenu des clichés de diffraction & moyenne résolution
qui montrent clairement 1'existence d'un ordre cristallin a trois dimensions. Nous avons en plus des
taches méridionales trés intenses et un ensemble de taches plus faibles réparties sur des lignes
verticales et dont I'intersection avec I'équateur est en accord avec des périodicités latérales pour
I'arrangement moléculaire. Plus tard je montrerai que toutes ces taches sont prévisibles quand on
calcule les taches de Bragg obtenues avec un réseau de Bravais triclinique auquel on fait subir une
rotation compléte autour de I'axe de la fibre.

Les fibres sont des systémes formés de molécules allongées qui sont plus ou moins alignées le long de
l'axe de la fibre. Ces molécules forment des domaines cristallins plus ou moins étendus et les
différents domaines ont une désorientation azimutale aléatoire autour de l'axe de 1a fibre (voir figure
1.3 p. 30). Les clichés de diffraction dans ce cas sont similaires & ceux obtenus dans les méthodes du
cristal tournant. Les expériences de diffraction avec des fibres sont généralement réalisées en mettant
les fibres dans le faisceau de rayons X et un film détecteur a une distance convenablement choisie par
I'expérimentateur, Les fibres sont normalement perpendiculaires au faisceau direct et on obtient sur le
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détecteur deux axes principatix: la direction parallele a I'axe de la fibre et passant par le centrc est
appelée le méridien et I'axe qui lui est perpendiculaire et dans le plan du film est appelé 1'équateur.
Souvent on incline la fibre légérement vers la source du faisceau primaire ce qui permet d'enregistrer
des ordres supérieurs sur le méridien et d'augmenter ainsi la résolution de l'expérience.
La diffraction enregistrée sur I'équateur donne une information_sur I'ordre latéral des molécules.
Celle-ci est souvent moins bonne que la diffraction observée sur le méridien car on y observe des
taches tres faibles et plutdt diffuses superposées a un bruit de fond trés intense. Elle montre en tout
cas que l'ordre dans la direction latérale est moins important que celui dans la direction paralldle a la
fibre. La diffraction sur le méridien nous pem{et quant 2 elle d'étudier la structure en projection sur
l'axe parallele & 'axe de la fibre. La figure IL2 p. 29 inontre le dispositif expérimental schématique

pour réaliser une expérience de diffraction avec des fibres.

Pour toute étude structurale aux rayons X, il est d'abord nécessaire de définir les caractéristiques
géométrique exacte de la fibre. Des études préalables au microscope électronique (Hulmes et.al., 1981)
ont démontré l'existence de micro domaines formant des fibres de trés petite taille dans le tendon. Ces
domaines sont des groupements réguliers de molécules de collagéne de diameétre de 200 & 300 nm et
sont comparables aux particules cristallines dans une poudre. Les orientations azimutales de ces
domaines sont aléatoires et prennent toutes les valeurs possibles entre 0 et 2r. Ainsi les fibres sont
analogue s aux poudres mais les orientations s'effectuent de préférence autour d'un seul axe, l'axe de la
symétrie cylindrique. Les domaines cristallins de collagéne dans le tendon possédent aussi une
distribution d'orientations polaire:; (figure iI.B p- 30) de faible amplitude dont une estimation 3 1 ou 2
degrés a été faite par Fraser et Suzuki (1976). La maille unité du cristal de collagéne est une maille
triclinique définie par les six parameétres habituels a*b*.c*a*, f+ et y*. Aussi, vu la symétrie
cylindrique du probléme le réseau réciproque sera décrit dans un systéme de coordonnés sphérique
polaire ou I'axe vertical Z joue un rdle évident (figure I1.4 p. 30). La géométrie de diffraction et les
différentes relations sur les vecteurs du réseau réciproque sont montrés dans les figures IL5 et IL6 p.
31.

Les études structurales sur les protéines par synthese de Fourier ont hénéficiées de quatre techniques
majeures pour le calcul des structures. Ces techniques sont: 1) le calcul des cartes de Patterson 2) les
méthodes directes 3) la méthodes du remplacement isomorphe et 4) la diffusion anomale. Alors que
les deux premiéres méthodes ne s'appliquent pas pour des macromolécules de Ja taille du collagéne, ii
est vraisemblable que la méthode du remplacement isomorphe sera capable de produire des cartes de
densité au moins & basse résolution et ceci sera l'objet principal de notre étude.

L'intégration et 'obtention des facteurs de structures pour le collagéne natif et de ses dérivés restent le
probléme A résoudre car il n'existe pas de logiciel connu gui permette d'analyser les films de
diffraction. Beaucoup de difficultés sont propres A la diffraction par les fibres du fait de la géométrie
particuliére soit au niveau du positionrement expérimental de I'échantillon soit A un niveau plus
méthodologique comme la géométrie du réseau réciproque. En plus des erreurs statistiques, qui
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limitent la précision sur les taches de diffraction observées, il existe des erreurs qui empéchent
l'enregistrement systématique d‘intensités intégrées, Par exemple, les effets d’absorption, d’extinction,
de polarisatic-, les réflexions superposées, les effets de déso:ire et de défaut de structure, les effets
d'abe.ration géométrique, ainsi que le bruit de fond intense et le facteur de Lorentz (Arndt & Willis,
1966). 1 ws diverses corrections que j'ai jugées importantes pour tne étude structurale a ba;sse
résolut 0 1 seront exposées en détails plus loin (figure IL.7 p. 37 et IL15 p. 46). Une section spéciale est
consac.de 3 1'étude des réflexions superposées qui sont le probléme critique dans la diffraction des
fibres. Je montrerai, aprés calcul des positions de taches de Bragg, que certaines réflexions sont
utilisables méme & haute résolution mais que d’autres seront superposées, La superposition des taches
de diffraction des fibres est problématique surtout dans la région équatoriale ots les données a basse
résolution sont importantes pour comprendre l'arrangement latéral des molécules dans la maille
cristallographique. Il existe aussi un phénoméne important dans les expériences de diffraction par des
fibras qui est le bruit de fond trés intense sur le film. Celui~ci qui est encore plus intense lorsque l'on
utilise le rayonnement X synchrotron et trouve son origine dans des effets divers a l'intérieur de
I'échantillon. 11 doit étre soustrait de facon correcte lors de I'intégration des taches de Bragg des fibres.
J'ai pour cela utilisé un processus manuel d'intégration des taches de Bragg de fagon A caractériser le
bruit de fond de fagon plausible pour chaque réflexion. Toutefois, la correction majeure que j’ai
appliquée lors de la collecte de données sur le tendon est le facteur de Lorentz. Une justification en est
donnée dans un paragraphe traitant spécialement de cette correction. La correction de Lorentz est
extrémement importante pour la diffraction par les fibres et doit tenir compte d’une géométrie
spéciale a chaque expérience. '

Finalement, j'utiliserai la méthode du remplacement isomorphe pour deux raisons principales. La
premiére, est que la plupart des structures biomoléculaires résolues l'ont été grace A cette techinique et
deuxi®mement, parce que les expériences réalisées par T. et L. Wess montrent, de fagon évidente, des
changements significatifs dans les clichés de fibres. L'ensemble des expériences contient des clichés
pour le collagéne natif plusieurs dérivés lourds contenant respectivement I'élément Au, I, Pt ainsi que
deux autres expériences: une avec de l'acide phosphotungstique (PTA) et une avec du polyéthyléne
glycol (PEG). L'acide phosphotungstique est d'habitude utilisé dans les études de macromolécules en
microscopie électronique pour le contraste qu'il introduit. Son usage est recommandé dans les
expériences de diffraction de rayons X avec les trés grosses molécules biologiques pour s'assurer
qu'une modification sensible est introduite dans les intensités diffractées. Quand a l'iode, il est admis
que les sites de fixation de cet élément dans la maille unité sont trés peu nombreux car l'iode est
supposé se fixer de préférence sur la tyrosine (d/aprés Miller et Wess, communication orale). Or il
existe un seul résidu tyrosine dans la séquence primaire du collagdne et de plus la tyrosine se
trouverait 4 une seule extrémité de la molécule. Les autres dérivés lourds sont supposés marquer le
collagéne en plusieurs sites d'oli une difficulté supplémentaire dans l'interprétation ultérieure des
cartes de Patterson.
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D. Résultats

Plusieurs modéles pour I'empilement des molécules de collagéne dans le tendon ont été proposés
depuis plusieurs dizaines d'années. Ces modéles étaient obtenus a partir de l'interprétation des clichés
classiques de microscopie électronique ou bien de V'analyse semi-qualitative des clichés de diffraction
(avant l'utilisation du rayonnement synchrotron) de rayons X (Woodhead-Galloway et. al., 1975; Veis
& Yuan, 1975; Smith, 1968; Miller & Parry,1973; Nemetschek & Hosemann, 1973). Cependant aucun
de ces modéles ne pouvait étre conforme a tous les résultats expérimentaux et il a fallu attendre les
travaux de Fraser et MacRae (1981) pour obtenir un jeu de paramétres cristallographiques calculés 2
partir des clichés de diffraction de tendon marqué a l'acide phosphotungstique. La maille triclinique
ainsi obtenue tenait compte des réflexions méridionales et équatoriales et a été calculée par la
méthode des moindres carrés. ]'ai supposé cette maille comme étant la mieux adaptée pour une étude
cristallographique a basse résolution mais auparavant il a fallu la vérifier. En 1991 Kajava a proposé
une nouvelle maille cristallographique (voir table 1I1.2 p. 52). Cet auteur prétend étre en accord avec
les expériences précédentes. Dans le chapitre 3 j'ai comparé le modele de Kajava et celui obtenu
'éupmavmt en faisant des prédictions des taches de Bragg des deux modeles et en les comparant aux
résultats des derniéres expériences obtenues au synchrotron. Il en résulte que le modéle proposé par
Kajava est faux car la maille dans ce cas est trés grande et ne produit pas les réflexions trés faibles
supplémentaires comme l'affirme Kajava. De plus le modéle classique dont les parametres sont listés
dans la table IIL1 p. 52 semble donner la meilleure interprétation des clichés de diffraction en le
superposant aux films obtenus avec du tendon marqué a l'acide phosphotungstique. J'ai pour cela
utilisé des techniques d'analyse et de filtrage numérique d'images afin de supprimer le bruit de fond
des clichés de diffraction et de permettre de voir toutes les taches de diffraction y compris celles de
trés faible intensité. L.'étude structurale A 3 dimensions se fera donc sur la base de ce modéle.,

Dans le Chapitre 4, j’ai pu montré que les domaines ordonnés dans le tendon sont assimilables a des
domaines monocristallins de taille moyenne longitudinale d'environ 1 pm. Aprés examen de la
théorie de diffraction par des cristaux de petites tailles, j’ai utilisé dans le chapitre 4 les techniques de
caractérisation des cristaux dans les méthodes de poudres pour calculer I'élargissement des taches de
Bragg sur le méridien et de calculer ainsi la taille des cristaux selon la direction paraligle A I'axe de la
fibre. )'ai utilisé pour cela deux méthodes différentes mais qui ont donné les mémes résultats. Tout
d‘abord, j'ai enregistré le profil du faisceau direct qui donne une mesure de la divergence
instrumentale de 'expérience. Ensuite j'al mesuré les ordres 1 3 9 du collagéne qui ont nécessité une
mesure aux trés petits angles des ordres de diffraction pour une maille qui fait 678A le long de la fibre
et j'ai soustrait la correction obtenue par le faisceau direct. L'équation A * errer stipule qu‘un
élargissement de la forme

B(20)=-0.940
Lcos®
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intervient lors de la diffraction par des poudres de monocristaux oli B(26) désigne l'élargissement de
la raie selon la direction 20 sur le film et L désigne la taille moyenne des cristaux selon la
perpendiculaire a la direction définie par les indices hkl de Ia raie. Une autre méthode, complétement
différente (dite de Stokes-Wilson) donne une formule identique 2 une constante prés, mais ol
I'élargissement de raie est calculé a partir de l'aire de la courbe délimitant le profil de la raie. La taille
selon la direction paralléle a 'axe de la fibre des cristaux de collagéne ainsi calculée est de 1) environ.
Quand on sait que l'axe ¢ de la maile triclinique définie pour le collagéne fait & peu prés 678A nous
obtenons des domaines cristallins formés par approximativement 15 mailles cristallographiques. Ce
résultat est curieux quand on sait que le calcul de Scherrer ou de Stokes-Wilson part de I'hypothase
d'un nombre trés grand de mailles élémentaires dans les cristaux. Je n‘ai pas pu calculer la dimension
moyenne dans les directions perpendiculaire A 'axe de la fibre dans le plan ab du cristal (c'est a dire
aussi dans les plans hk0 du réseau réciproque) car ceci nécessite des conditions expérimentales
différentes ol les réflexions telles que (h0,l) et (0,k,1) doivent étre convenablement enregistrées.
Néanmoins, j'ai donné les principes d'une telle expérience dans le chapitre 4 et j'ai obtenu un résultat
qui caractérise de fagon approximative la taille des domaines cristallins selon la direction o1 l'ordre
est apparemment le plus évident. Cette expérience a été faite dans le but de savoir s'il est possible
d'envisager des expériences de diffraction avec des petits monocristaux de collagéne extrait du tendon
et de permettre ainsi une étude cristallographique classique. L'usage du synchrotron avec des
faisceaux extrémement paralleles et focalisés au niveau de I’échantillon est ex projet a 'ESRF (et
ailleurs) ou1 la dimension minimale déja atteinte est de l'ordre de 10 actuellement et o1 le domaine du
micron est en vue.

Dans le chapitre 5 j'ai traité du probléme de I'exploitation des films de diffraction par les fibres de
collagéne. Les expériences acai mulées par I'équipe d’Edimbourg sur plusieurs années ont été faites
avec l'objectif de pouvoir ext aire des informations structurales sur le collagéne du tendon mais
surtout dans le but d'évaluer | :s méthodes MIR pour la diffraction des fibres. Aprés exposition au
faisceau de rayons X , les films s »nt numérisés de fagon habituelle avec une ouverture de 50). Mais 1a
ot d'autres études cristallograph ques de protéines disposent des outils informatiques nécessaires a
I'extraction des intensités intégrées il n'existe, 3 ma connaissance, aucun programme qui fasse la
méme évaluation pour les données de fibres. J'ai du pour cela mettre au point un outil de traitement
d'image mais surtout un programme de prédiction des clichés de diffraction pour les fibres tenant
compte de tous les paramétres expérimentaux. Ceux-ci sont en effet obtenus de fagon approximative
lors de la réalisation de I'expérience et ont nécessité un affinement plus précis notamment en ce qui
concerne I'angle d'inclinaison de la fibre par rapport au faisceau direct. J'ai ensuite procédé a
l'orientation et la superposition des films de fagon interactive car les films exposés dans la méme
cartouche ont été numérisés séparément ce qui nous a fait perdre l'orientation originale des films dans
la cassette. La superposition des films n'est pas obligatoire mais cela m'a permis de tester plusieurs
effets sur les films successifs. La saturation des taches trés intenses par exemple doit étre controlée et
dans ce cas l'intégration a été faite sur les derniers filins avec une correction pour 'absorption due au
chemin de la radiation dans les premiers films. Plusieurs images expérimentales et les images
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calculées peuvent étre juxtaposées a I'écran. Ensuite les taches sont intégrées et écrites dans un fichier
intermédiaire. Le profil de la boite d'intégration peut étre rectangulaire ou ellipsoidal selon la position
et la forme de la tache de Bragg qu'on désire intégrer. L'orientation des taches et leur distribution sur
le film n'est pas uniforme et ceci a nécessité un traitement manuel trés long de tous les films afin de
garantir un jeu minimum de facteurs de structure correct pour les calculs de Fourier. Les intensités
mesurées sur le film sont corrigées et le facteur de Lorentz appliqué puis les réflexions sont identifiées
par leurs indices de Miller. Cependant, quelques ambiguités restent sur les indices de certaines taches
trop rapprochées sur le film ou bien pour les taches dont il a été impossible d'attribuer des indices de
Miller faute d'orientation suffisante de la fibre. Une explication détaillée sur ces effets est donnée dans
le chapitre 5. Ce procédé m’a permis, toutefois, d'obtenir un jeu de facteurs de structure pour le
collagéne natif et trois de ses dérivés. La qualité de ces mesures étant plus ou moins reflétée par la
déviation standard calculée pour chaque réflexion, ceci m’a amené a inclure dans le jeu de données
des réflexions pour lesqueiles, soit l'intensité était trop faible, soit il y avait une confusion entre une
vraie tache de Bragg et du bruit de fond sur le film. Ces mesures étaient toutefois justifiées par le fait
que premidrement, nous avons besoin pour chaque réflexion native de la méme réflexion mesurée
pour le dérivé lourd afin de détecter des différences isomorphes et de calculer la phase de la réfloxion
native et, deuxiémement, par le fait que les transformées de Fourier tiennenit compte de la précisin
sur une réflexion en la pondérant par un poids qui est l'inverse du carré de la déviation standard. Le.
réflexions que j'ai obtenues pour chaque expérience sont présentées dans le chapitre 6 oli j’ai donné la
liste des réflexions méridionales avec une résolution allant jusqu'a 8A. Je dorne surtout la liste des
réflexions, natives et dérivées, jamais obtenues auparavant qui sont sur les lignes verticales d'indices
de Miller (-1,0,1) et (1,0,]). Le reste des données sera détaillé en annexes. Ces données
tridimensionnelles ne sont, pour ainsi dire, qu‘une premiére tentative suite 4 la mise en oeuvre d'une
technique de collection de données de fibres. Certaines coirections sur les facteurs de structure
peuvent s'avérer nécessaire quand 2 la valeur de I'amplitude mesurée qui a pu étre confondue avec
du bruit de fond sur le film ou bien une correction sur les indices de Miller des réflexions.

Ensuite, j’ai analysé ses réflexions avec les routines fournies par I'ensemble CCP4 de calcul
cristallographique pour les protéines et j"ai obtenu quelques statistiques sur les facteurs de structures
que j'ai présenté dans les tables du chapitre 6. Ces statistiques ont permis, a priori, de juger de la
qualité des donpees collectées. Toutefois les données brutes (c'est A dire celles que j'ai produites dans
les annexes aprés traitement des films seulement) ont subi un ensemble d’opérations A l'aide de la
programmathéque de CCP4, comme la moyenne de plusieurs réflexions et la fusion des réflexions
reliées par des opérations de symétrie pour donner un ensemble de réflexions minimales (corrigées)
de la symétrie P1.

Ainsi, les facteurs de structure obtenus dans ce travail pour le collagne natif permettent, en I'absence
de phases, de modéliser une structure et de calculer les facteurs de structure pour ensuite les
comparer aux facteurs de structure expérimentaux. De plus, les mesures de diffraction aux trés petils
angles qui ont servi A calculer la longueur moyenne des cristaux ont aussi fournd les facteurs de
structure des ordres 1 2 9 aprés intégration de ces ordres qui d'habitude ne sont pas enregistrés dans
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les expériences de diffraction aux grand angles. L'ensemble de données que j'ai obtenues concerne
donc les facteurs de structure du collagéne natif, d'un dérivé contenant I'élément lode , un dérivé
contenant I'élément Au et un troisiéme contenant du PEG. Le PEG ne contient pas d'élément lourd
mais j'ai collecté les données de ce dérivé pour tester la méthode que j'ai développée et pour évaluer
la méthode MIR pour des fibres de collagéne.

Par conséquent j'ai calculé des cartes de Patterson différence a basse résolution dans la maille
triclinique en faisant a chaque fois une Patterson différence entre les données natives et les donn ‘es
des dérivés isomorphes. J'ai cherché a visualiser si des pics correspondant a des atomes lourds scnt
présents. Les figures en fin du chapitre 6 montrent les cuartes calculées avec la résolution optim: le
selon les trois axes principaux de la maille triclinique. La résolution dans la direction de l'axe b ¢ st
inférieure a celle obtenue selon 'axe a ce qui correspond bien au fait que nous avons plus ce
réflexions superposées sur les lignes verticales d'indices généraux (h k1) avec k20 (voir paragraphe
sur les réflexions superposées pour la diffraction par le collagéne). Toutes ces cartes (Fig. V1.26 p. 143
et Fig. VI.27 p. 144) montrent un pic trés fort a 'origine mais ceci est un résultat normal dans une
Pa terson différence. Par contre, j'ai observé des différences entre les trois cartes olt ’'on voit que la
ciurte calculée avec le dérivé Au montre plusieurs pics répartis dans le volume de la Patterson
différence alors que la carte calculée avec les deux autres dérivés I et PEG ne montrent pas de pics trés
prononcés. La recherche des positions des atomes lourds ne sera pas pour autant trés facile car nous
avons d'abord des cartes a basse résolution et aussi le nombre des atomes lourds dans la maille n'est
pas connu. Dans le cas oil des informations sur la position des atomes lourds seraient disponibles A
partir d'autres sources (par exemple par des modélisations ou des simulations) nous pourrions
calculer une Patterson différence et la comparer aux cartes expérimentales obtenues dans le chapitre 6
afin de valider le modele.

Le chapitre 7 est consacré a une étude de diffraction de fibres de collagéne par simulation. J'ai d'abord
construit un modéle de molécule de collagéne a partir d'un brin de trois hélices trouvé dans la banque
de données de coordonnées atomiques de protéines PDB. Chen et.al. , (1991) ont construit ce moddle
de collagéne en triple hélice en utilisant la modélisation moléculaire et en faisant des calculs de
minimisation d'énergie en utilisant le champ de force de Kollman. 1ls ont pu ainsi obtenir un modéle
stable d'une séquence tripeptidique riche en glycines et prolines comme c'est le cas pour le collagéne
naturel. ]'ai donc recueilli le mndéle dans la PDB en choisissant le modele ot chaque hélice contient la
séquence (Gly-Pro-Hyp)1¢ et ol les trois hélices sont enroulées en une triple hélice droite comme dans
le collagéne. La longueur du brin original est & peu prés de 100A. Ensuite, j'ai généré, A partir de ce
modele. une molécule compléte de longueur 4.4xD=3000A ot D=678A est une périodicité de la fibre
de collagéne définie dans le chapitre 1. Les télopeptides (les télopeptides sont les quelques acides
aminés qui se trouvent A l'extrémité C-terminale et N-terminale de la molécule de collagene et qui ne
possédent pas la conformation en triple hélice) n'ont pas été modélisés car nous ne connaissons pas
leur conformation exacte. Leurs séquences respectives, en effet, ne possédent pas la séquence
répétitive Gly-X-Y expliquée plus haut. J'al ensuite simulé les clichés de diffraction par des fibres
aprés avoir construit les domaines cristallins de collagéne contenant le modéle ci-dessus. Le piobleme
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fondamental était de savoir comment les molécules de collagéne sont orientées dans la maille
primitive qui est plus petite que la molécule de collagéne. Pour cela j'ai Simulé plusieurs cas de figures
oit la molécule modale définie ci-dessus est un segment rigide de longueur moyenne 3000A de densité
électronique moyenne a peu prés égale a celle du collagéne naturel. Cette molécule doit étre contenue
dans une seule maille élémentaire sous la forme de cinq fractions, Chaque fraction appartient a une
molécule intégrale mais qui traverse les mailles avoisinantes. Une molécule doit avoir une extrémité
qui comunence, par exemple a l'origine de la maille et se prolonger par continuité jusque dans la
cinquiéme maille au dessus (ou en dessous) en ayant ainsi une direction bien définie par rapport aux
vecteurs élémentaires de la maille unité (a,b et ¢). Les différents empilements dans ce cas ou la
molécule, pour simplifier le probleéme, ne peut pas avoir une trajectoire sinueuse, sont obtenus lorsque
la molécule pointe vers des directions différentes dans la maille unité. Ces différentes directions (voir
Fig. VIL.2 p. 152 et p. 153) ont été définies par Fraser et.al. (1981), par des régles de sélection simples
introduites dans le chapitre 7, Ces régles de sélection ne doivent en aucun cas définir des orientations
telles que les translations du cristal aménent un fragment de la molécule a étre superposé a un autre
fragment dans la maille voisine ou bien & une structure ol les molécules sont empilées de fagon trés
dense dans une seule région de la maille triclinique. De plus, le saut qui est dii au fait que le
cinquiéme fragment de la molécule a une longueur de 0.4D seulement et qui donne l'aspect strié aux
micrographies de microscopie électronique doit étre évident dans tous les modéles. J'ai enfin simulé
les clichés de diffraction de fibres pour trois modéles simples de collagéne avec des orientations
définies avec les régles mentionnées ci-dessus et un modele o les atomes étaient placés de fagon
aléatoire dans la maille triclinique afin de valider les résultats. J'ai ainsi obtenu des figures de
diffraction qui ressemblent fortement aux clichés expérimentaux et oli 'on peut surtout noter la
présence des lignes verticales de réflexions d'indices (-1,0,1) et (1,0,1) et autres mais aussi des réflexions
d'indice 1 =75 correspondant a la périodicité de I'hélice de base. Les effets de désorientation et de taille
de domaines cristallins ont été simulés et sont en accord avec les clichés expérimentaux.

E. Conclusions

En conclusion j'al effectué un travail de traitement et d'analyse de données 3D pour le collagéne
cristallin du tendon jamais réalisé auparavant. La structure du tendon est trés originale du fait que
c'est la seule protéine connue qui se trouve a I'état trés ordonné dans 'organisme vivant. L'importance
du collagéne dans le monde vivant n'est plus a démontrer et les caractérisations structurales que jai
faites permettent une meilleur compréhension du mode d'empilement des molécules dans le tendon
et de leur influence sur les propriétés mécaniques de ce tissu. Une expérience aux trés petits angles
m'a permis de mesurer la taille moyenne longitudinale des cristaux. J'al aussi montré que la maille
cristallographique proposée par Kajava est en contradiction avec les résultats évidents des clichés de
diffraction. Le nouveau modele est en fait une struct