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Avant-propos

Présentation du manuscrit

Le premier chapitre, 'introduction, présente le contexte de cette étude. Je
présente successivement, du plus général au plus spécifique : la mitochondrie, la
famille des transporteurs mitochondriaux puis les principales connaissances re-
latives au transporteur d’ADP et d’ATP. Une partie de la revue bibliographique
se trouve déportée dans les chapitres de résultats. Ainsi 'oligomérie est abor-
dée dans le deuxieme chapitre, et I'instantané des connaissances structurales de
protéines membranaires dépeint dans le chapitre quatre.

Les descriptions du matériel et des méthodes utilisés sont également intégrées
aux chapitres de résultats. Volontairement, certaines sont allusives et d’autres
plus completes. Ainsi les explications de cristallographie sont minimalistes : on
les trouvera facilement ailleurs, trés bien écrites. A l'inverse, I'ultracentrifuga-
tion analytique ou la diffusion de neutrons sont assez longuement présentées,
équations a ’appui. Le choix du niveau de détail répond a un cahier des charges
en deux points : le besoin de décrire pour m’approprier une méthode et le degré
de difficulté & trouver une description équivalente.

Les résultats sont présentés en trois chapitres de tailles inégales.

Le chapitre deux traite de I’état oligomérique de la protéine et des li-
pides structuraux. Aprés un tour d’horizon de la littérature correspondante,
je présente nos résultats d’ultracentrifugation analytique, de diffusion de neu-
trons aux petits angles et de cristallographie. Pour ces derniers, ’accent est
porté autant sur l'oligomérie que sur l'interprétation de la structure des lipides
entourant la protéine.

Le chapitre trois s’intéresse aux démarches visant a obtenir la structure
d’une autre conformation de la protéine. Il présente les termes du probleme
posé par la stabilisation du transporteur d’ADP et d’ATP et par le controle de
son environnement. Il évoque rapidement des tentatives éparses pour résoudre
ces problémes, puis plus en détail un projet de détournement a des fins de
purification d’interactions entre le transporteur et la cyclophiline D ou Vpr.

Le chapitre quatre rapporte diverses expériences de cristallisation. Ce
chapitre est en partie indépendant de ’étude du transporteur d’ADP et d’ATP,
puisqu’il décrit notamment un prototype de plaque de cristallisation adaptée
aux phases cubiques de lipides. C’est autant un chapitre de mise en contexte
que de résultats.

Enfin les conclusions, les perspectives de ce travail ainsi que quelques hypo-
theses trouvent leur place dans un dernier chapitre.

Participation aux travaux

La majeure partie des travaux rapportés ici résultent de collaborations. Les
purifications de transporteur d’ADP et d’ATP sont réalisées dans les locaux
de Gérard Brandolin (iRTSV); les expériences de diffusion de neutrons ont été
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conduites avec Joseph Zaccai (IBS-ILL), Christine Ebel (IBS) et Gérard Bran-
dolin ; les expériences d’ultracentrifugation ont été réalisées puis interprétées par
et avec Christine Ebel; les clonages ont été menés avec ’aide d’Anne-Marie Di
Guilmi (IBS) et d’Isabel Ayala (IBS); les purifications correspondantes ont im-
pliqué Laure Rajat (IBS); Aurélien Deniaud (IBS) a participé aux expériences
d’interactions ; la cristallisation en champ magnétique a été faite chez James
Torbet (IBCP) et Eric Beaugnon (CRETA); les tests du prototype de plaque
de cristallisation ont été possibles grace a l'aide de Jérémy Ohana (FIP-IBS).
Bien sur ma directrice de thése Eva a orienté, animé et mis en musique 'en-
semble de mon travail.
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Chapitre 1

Introduction

1.1 La mitochondrie

Le cytosol des cellules eucaryotes présente des compartiments qui assurent
des fonctions biologiques spécialisées, délimités par des membranes. Parmi ceux-
ci, la mitochondrie remplit une fonction énergétique essentielle : la respiration
cellulaire et la synthese d’ATP, molécule qui alimente en énergie la plupart des
processus cellulaires.

L’étymologie, du grec mitos (fil) et chondros (grain), évoque la forme ellip-
soidale de la mitochondrie présente sous forme de chapelets, des « filaments »
de « granules » alignés, lors des premieres observations par Kolliker, Flemming
et Altmann au dix-neuvieme siecle.

On sait aujourd’hui que la morphologie des mitochondries est a la fois com-
plexe et dynamique |Okamoto et Shaw, 2005]. Cependant elles comprennent
toujours une enveloppe formée de deux membranes. La plus extérieure est lisse,
tandis que la membrane interne s’invagine pour former des crétes mitochon-
driales.

Distribution cellulaire Les mitochondries sont présentes dans la plupart
des cellules eucaryotes. Leur abondance et leur emplacement varient avec la
fonction cellulaire et les besoins énergétiques locaux. Ainsi dans le muscle, elles
sont nombreuses et se placent en regard des disques des myofibrilles; dans le
rein on les trouve dans la région basale ou elles fournissent 1’énergie pour les
transports a travers la membrane. Les globules rouges en sont dépourvus.

D’ou viennent les mitochondries? L’endosymbiose d'une lignée bacté-
rienne il y a 1,5 milliards d’années est a l'origine de I'apparition des mitochon-
dries. La bactérie originale pourrait étre apparentée aux a-protéobactéries de la
famille des Rickettsia |[Falah et Guptal 1994, selon une théorie étayée par des
arbres phylogénétiques d’ARN ribosomaux [Yang et al., [1985], de chaperonnes
[Viale et al., [1994] et de cytochromes [Sicheritz-Pontén et al.l |1998§].
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Au cours de I’évolution, la mitochondrie s’est spécialisée dans la produc-
tion d’énergie en conditions aérobie; son patrimoine génétique a été en partie
perdu ou transféré vers celui de I’hote; elle a développé un systeme d’import
de protéines en provenance du cytosol (pour revue voir Neupert et Herrmann
[2007]).

Le génome mitochondrial Aujourd’hui les produits des génes mitochon-
driaux, chez I’lhomme, sont treize sous-unités protéiques impliquées dans la phos-
phorylation oxydative, 2 ARN ribosomaux et 22 ARN de transfert. Les génes
mitochondriaux évoluent de six a dix-sept fois plus rapidement que leurs équiva-
lents du noyau, et d’intéressants travaux correlent les migrations de populations
au patrimoine génétique de lorganite [Torroni et al. [1993| [Behar et al.| 2006].
Un spectre étendu de maladies génétiques, transmises par la mere, sont associées
a des mutations de PADN mitochondrial, comme par exemple le syndrome de
Leigh ou une tumorigénicité accrue dans le cancer de la prostate.

Organisation de la mitochondrie La membrane externe de la mitochondrie
est lisse; elle contient en abondance une protéine homologue des porines bacté-
riennes appelée VDAC (acronyme de Voltage Dependant Anion Channel), qui
la rend perméable aux molécules de masse inférieure a 1000 Da. La composition
de I'espace intermembranaire est donc voisine de celle du cytosol.

La membrane interne présente des repliements, les crétes mitochondriales
(figure 7 dont I'abondance dépend de 'activité respiratoire. Elle s’invagine
en tubes ou en saccules qui pénetrent profondément a 'intérieur de I'organite et
augmentent la surface d’échange entre compartiments. Ces saccules sont connec-
tées a la partie périphérique de la membrane interne par des jonctions généra-
lement cylindriques, de diametre typiquement compris entre 30 et 40 nm. C’est
la tomographie électronique qui permet de visualiser I'organisation interne de
la mitochondrie [Mannella), [2006], et au-dela des généralités que nous venons de
rapporter, cette technique met en évidence la diversité des structures formées
par la membrane interne.

L’identité des protéines qui forment ou favorisent ces structures, tout comme
la relation entre ces structures et la fonction des mitochondries, restent mal
connues. Des exemples frappants mettent néanmoins en lumiere 'existence a
défaut de la compréhension de telles relations. Ainsi un défaut d’assemblage de
I’ATP-synthase de levure peut conduire a des organisations en oignon des mito-
chondries (Arselin et al] [2004] et figure [[.1}g). Une tomographie de mitochon-
drie d’un patient atteint du syndrome de Senger (une déficience en transporteur
d’ADP et d’ATP) montre de nombreuses vésicules de membrane interne non
connectées a 'espace intermembranaire (figure f).

Diversité des roles cellulaires de la mitochondrie Le réle principal joué
par la mitochondrie est d’assurer la synthese d’ATP. Via un transfert d’électrons,
les protéines de la chaine respiratoire créent un gradient de protons entre la
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Fic. 1.1 — Structure et diversité de la mitochondrie. (a) et (b) Vues ty-
piques en microscopie électronique et tomographie électronique de mitochondries. (c)
Association mitochondries-myofibrilles de muscle squelettique de cobaye. (d) Associa-
tion mitochondrie-membrane plasmique de I’épithélium d’insecte. (e) Mitochondries
en forme de serpent d’une cellule épithéliale d’escargot. (f) Mitochondrie de coeur

d’un patient atteint du syndrome de Senger [Mannella) 2006]. (g) Mitochondrie dans

laquelle la sous-unité e/g de I’ATP-synthase a été supprimée [Arselin et all [2004].
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matrice et I’espace intermembranaire (ﬁgure. Ce gradient dissipé par ’ATP-
synthase lui fournit I’énergie nécessaire a la catalyse du couplage d’ADP et de
phosphate inorganique en ATP. La découverte de ce couplage chimio-osmotique
valut & Mitchell [Mitchelll [1961] le prix Nobel en 1978.

Les dernieres étapes du métabolisme du glucose (avec le cycle de Krebs) et
des acides gras (dont la S-oxydation) prennent place dans la matrice mitochon-
driale. Elle intervient également dans la protection contre le stress oxydant. Elle
assure certaines étapes de la biosynthese d’acides aminés ou de bases nucléoti-
diques.

Enfin la mitochondrie est impliquée dans ’apoptose, selon un mécanisme
encore mal connu qui conduit a la perméabilisation de I'organite et au relargage
du cytochrome C dans le cytosol, puis a 'activation des caspases responsables de
la mort cellulaire (voir également la section Apoptose et mitochondrie page .

Morphologie et dynamique Les mitochondries sont des organites dyna-
miques qui changent de taille, de forme, se déplacent sur de longues distances,
s’interconnectent. Les mécanismes de fusion et de fission, a l'origine de ces in-
terconnexions ont été largement étudiés chez la levure Saccharomyces cerevisiae
(pour revue voir |Okamoto et Shaw| [2005]). Ces mécanismes impliquent des pro-
téines conservées parmi les eucaryotes supérieurs.

La fusion est un processus fonction de la présence de GTP et d’un potentiel
de membrane. Elle conduit a la fusion du p6le d’une mitochondrie avec une autre
et & la continuité de leurs matrices. Les protéines Fzolp, Mgmlp (deux GTPases
conservées) et Ugolp (une protéine située dans la membrane externe contenant
entre autres deux motifs semblables & ceux tripliqués chez les transporteurs
mitochondriaux, [Coonrod et al.2007]) interviennent dans la fusion, qui s’opére
selon un modele séquentiel de rapprochement des organites suivi du contact, de
la fusion de la membrane externe puis de la membrane interne.

La fission fait intervenir notamment une GTPase cytosolique homologue de
la dynamine (Dmnl) et une protéine de la membrane externe (Fisl). L’idée
générale est que l'interaction avec Fisl permet ’assemblage en homo-oligomeres
de Dmnl; ces oligomeéres sont capables d’opérer une fission dépendante de la
présence de GTP. Dans le détail, différents mécanismes impliquant également
d’autres partenaires sont décrits. Les protéines de fission pourraient participer
a la fragmentation mitochondriale qui intervient pendant ’apoptose [Youle et
Karbowskil, [2005].

Protéines de la membrane interne de structures connues Seules quelques
structures de protéines membranaires mitochondriales sont connues. Ce sont ex-
clusivement des structures de protéines qui participent & la respiration. Une vue
structurale de la chaine respiratoire est illustrée par la figure
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mplexe IV Espace inter-membranaire

Co

Complexe I

Complexe II ATP-synthase

Matrice

succinate fumarate

NAD-

NADH-Q oxidoreductase  Succinate-Q reductase Q-Cytochrome ¢
oxidoreductase

Le complexe I comprend 46 sous-unités, et / la
i/a[)g:éde une masse apparente de l'ordre de 1 ADP + Pi ATP

Fi1G. 1.2 — Vue structurale de la chaine respiratoire. Les structures atomiques

obtenues par cristallographie des complexes IT de porc [Sun et al., [2005], III de beeuf
[fwata et al] [1998], IV de beeuf [Tsukihara et all [1996] et de ' ATP-synthase [Stock

et all [1999] sont représentées. L’enveloppe & basse résolution du complexe I obtenue

par microscopie électronique est celle de [1998].

1.2 Les transporteurs mitochondriaux

Les transporteurs mitochondriaux forment une famille de protéines qui as-
surent I'import et ’export des petites molécules a travers la membrane interne
des mitochondries.

1.2.1 Caractéristiques de la famille

Actuellement on compte chez 'homme plus de 40 membres de la MCF (acro-
nyme de Mitochondrial Carrier Family), dont quelques caractéristiques sont
données dans la figure [I.3] Toutes les protéines de la MCF sont codées par des
genes nucléaires.

Triplication La séquence des transporteurs mitochondriaux est formée de
trois parties homologues longues d’une centaine de résidus, issues d’un unique
gene ancestral [Walker et Runswick) [1993| [Fiermonte et al.| [1999].




Pour chaque transporteur sont indiqués :

Code d'acces Swissprot Identité avec bAAC1
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2-Q9UJS0 - SLC25A13-675-11%

1-Q9H936 - SLC25A22 - 323 -22 %
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Fi1G. 1.3 — Les transporteurs mitochondriaux humains. Cette figure donne le
nom, le code d’acces, les substrats transportés par les principaux membres de la MCF
chez 'homme. Le nombre de résidus et le pourcentage d’identité avec le transporteur
bovin ’ADP et d’ATP bAAC1 sont également indiqués. Pour une liste exhaustive
des transporteurs humains, voir |Palmieri| [2004], [Haitina et al.| [2006]. Abréviations :
Pi phosphate inorganique, Mg magnésium, dNTP déoxynucléotide, H proton et CoA
coenzyme A.
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Topologie Les prévisions de structures secondaires attribuent 6 hélices trans-
membranaires aux membres de la MCF (voir [Saraste et Walker| [1982] pour la
premiere analyse d’hydrophobieEI), dont les extrémités N et C se placent dans
lespace inter-membranaire (voir aussi la page . La structure de bAAC1 per-
met de préciser cette topologie : les hélices sont inclinées, certaines sont coudés
et il existe des petits segments hélicoidaux coté matriciel (figure .

Signature On trouve dans chacune des trois parties homologues la séquence
signature PxD/ExxK/R (20 & 30 résidus) D/EGxxxxaK/RG ou a représente un
résidu aromatique. Cette séquence consensus peut présenter des variations d’un
transporteur a ’autre, et pour une méme protéine entre ses trois sous-parties.
En conséquence certains auteurs affinent encore cette signature [Palmieri, [2004]
ou la limitent aux six premiers acides aminés.

Biochimie Les transporteurs mitochondriaux possedent une masse apparente
d’environ 30 kDa, un point isoélectrique élevé, et la caractéristique inhabituelle
de ne pas étre retenus sur une résine d’hydroxylapatite dans certaines conditions
de purification.

Oligomérie Une abondante littérature propose une organisation homodimé-
rique des membres de la MCF ; elle sera discutée plus avant dans le chapitre
deux consacré a 'oligomérie.

Origine et répartition Sil’on trouve des transporteurs mitochondriaux chez
tous les organismes pourvus de mitochondries (truisme), on dénombre également
quelques transporteurs de cette famille localisés dans d’autres organites : per-
oxisome de levure [Palmieri et al., [2001], chloroplastes des plantes, par exemple
dans les membranes des thylakoides [Thuswaldner et all [2007] et dans la mem-
brane interne des chloroplastes d’Arabidopsis Thaliana [Palmieri et al., |2006].
Récemment un transporteur de déoxynucléotides a été identifié pour la premiere
fois hors du régne eucaryote, dans le génome du mimivirus [Monné et al., 2007].

On ne trouve pas trace dans les banques de génomes, ni de membres de la
MCF chez les organismes procaryotes, ni d’une séquence codant pour un tiers
de transporteur MCF qui serait 1’aieul des transporteurs actuels.

1.2.2 Insertion dans la membrane interne

Une large majorité —autour de 98%- des protéines mitochondriales sont co-
dées par des genes nucléaires. Leurs chaines polypeptidiques sont synthétisées
dans le cytosol sous forme de pré-protéines associées a des chaperonnes, puis
dirigées vers la mitochondrie ou elles sont prises en charge par une machinerie
d’import.

Selon le type et le compartiment de destination des protéines, il existe plu-
sieurs mécanismes d’import, qui impliquent des protéines de la famille TIM et

1] est intéressant de noter la faible hydrophobie de I’hélice H2
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TOM, respectivement translocase of the inner/outer mitochondrial membrane
(pour revue consulter Neupert et Herrmann| [2007]). De nombreuses protéines
mitochondriales portent une séquence d’adressage N-terminale bien caractérisée
qui permet leur translocation vers la matrice |Gakh et al. [2002].

La plupart des transporteurs mitochondriaux sont dénués d’une telle sé-
quence ; I'information d’adressage est contenue dans la séquence de la protéine
mature. Il semble que chacune des trois répétitions contribue a cet adressage
au niveau de la membrane externe et de ’espace inter-membranaire —via des
résidus proches des domaines transmembranaires—, alors que la seule informa-
tion contenue dans la troisieme répétition suffit a I'insertion dans la membrane
interne [Endres et al., [1999| [Brandner et al. [2005].

Cytosol Complexe
TOM

om [ ii( [ i%i )

M%l l l l! 888 Fi1c. 1.4 — Import des transporteurs
mitochondriaux. Les différentes étapes
de la translocation par les complexes TOM

— et TIM22 sont schématisées. La description

de chaque étape est dans le texte. D’apres

[Neupert et Herrmann| [2007].

Petites protéines
Tim

IMS

Matrice

Le mécanisme d’import des transporteurs mitochondriaux peut se découper
en cing étapes successives (figure . (a) La pré-protéine associée aux chape-
ronnes Hsp70 et Hsp90, non repliée, est acheminée vers la mitochondrie et (b)
présentée au complexe TOM. (c) Elle franchit la membrane externe en présence
d’ATP a travers le pore Tom40. (d) De petites protéines Tim9-10 de 'espace
intermembranaire, organisées en un hexamere ressemblant a ’hélice d’un venti-
lateur, prennent en charge le précurseur protéique et le dirigent vers le complexe
formé autour de Tim22. Il est possible que les 6 « bras » de ’hélice viennent ca-
cher et protéger les parties hydrophobes du précurseur [Webb et al., [2006]. Ces
protéines Tim9-10 portent une double signature CxxxC et leur état d’oxydation
apparait important. (€) Un complexe protéique de la membrane interne de 300
kDa, dont la sous-unité la plus importante Tim22 est entourée des sous-unités
membranaires Tim18, Timb54 et solubles Tim9, Tim10, Tim12, insére enfin la
pré-protéine dans la membrane interne. Cette étape nécessite 'existence d’un
potentiel de membrane.
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Les travaux de [Dyall et al.| [2003] proposent que la dimérisation des trans-
porteurs MCF ait lieu rapidement apres leur insertion et s’accompagne de réar-
rangements structuraux.

Il est intéressant de souligner la relation entre translocation des transpor-
teurs mitochondriaux et mise en place de leur topologie. Ainsi le complexe TIM
n’insére dans la membrane interne que des protéines possédant un nombre pair
d’hélices et dont les N- et C-termini sont situés dans I’espace intermembranaire.
Et c’est au début de la translocation par TOM que les précurseurs acquiérent
une topologie intermédiaire ou les N- et C-termini restent exposés au cytosol.

1.3 Le transporteur d’ADP et d’ATP

1.3.1 Une protéine importante, abondante, largement étu-
diée

Le transporteur d’ADP et d’ATP (AAC pour ADP-ATP carrier) est le
mieux connu parmi les transporteurs mitochondriaux; une abondante littéra-
ture s’attache a son étude depuis les années 1970 (voir la chronologie du tableau
1.1). Deux facteurs au moins ont concouru & 'intérét porté a cette protéine :
son abondance naturelle dans certains organes et la découverte d’inhibiteurs
spécifiques.

1955 |Siekevitz et Potter| [1955] établissent I’existence de deux lots de
nucléotides adényliques, I'un cytosolique et ’autre matriciel.

1958 |Pressman| [1958] montre un échange extrémement dynamique
entre ces deux lots.

1962 |Bruni et al| [1962] d’une part, [Vignais et al.|[1962] d’autre part,
montrent que ATR inhibe spécifiquement la phosphorylation de
I’ADP extra-mitochondrial.

1965 Découverte de la protéine liant UATR [Duee et Vignais| [1965]
[Pfaff et al.| [1965].

1978  Identification de la protéine liant les atractylosides au transporteur
d’ADP et d’ATP [Klingenberg et al., [1978].

1982 La séquence de ’AAC1 de cceur de beeuf est disponible [Aquila
et al., [1982].

1992 Identification de la famille MCF [Walker et Runswick], [1993].

2003 La structure atomique du complexe bAACI1-CATR [Pebay-
Peyroula et al., 2003], ainsi que la carte en projection & moyenne
résolution de scAAC2-ATR [Kunji et Harding} 2003] sont dispo-
nibles.

TAB. 1.1 — Quelques étapes marquantes de 1’étude du transporteur d’ADP
et A’ATP.
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1.3.1.1 Caractéristiques et spécificité du transport

Chaque jour un étre humain recycle sa propre masse d’ATP, alors que le
stock en nucléotides adényliques ne dépasse pas cent grammes. Cette dispropor-
tion souligne 'efficacité de la régénération de PATP et celle de son transport.
L’activité moyenne de transport mesurée sur des mitochondries de foie de rat
est de 'ordre de 1000 min~! (le nombre d’unités de transport est évalué grace a
la fixation du CATR) [Vignais, 1976, [Klingenberg;, 1980|ﬂ Cette faible activité
est compensée par I’abondance de la protéine qui représente jusqu’a 15% des
protéines de la membrane interne.

L’AAC permet in vivo 'export de PATP*~ depuis la matrice et 'import de
I’ADP3~ présent dans I’espace inter-membranaire. Ce transport est électrogé-
nique; il dissipe le potentiel de membrane. Jusqu’a un tiers de ’énergie produite
par la chaine respiratoire peut étre consommée par ce transport [Duszynski et al.|
1981].

En systeme reconstitué, en I’absence de potentiel de membrane, le transport
n’est plus directionnel. Des expériences contradictoires rapportent la possibilité
de transport d’un seul nucléotide [Broustovetsky et all [1997] ou au contraire la
nécessité d’un échange un pour un des deux substrats (Brandolin et al.| [1980],
voir aussi la figure page . Bien stir, in vivo il est obligatoire que 1’échange
constaté ait une stecechiométrie moyenne 1 :1 [Duee et Vignais| [1965].

L’AAC ne reconnait aucun nucléotide pyrimidique. Des études de photo-
marquage avec des nucléotides modifiés ont mis en évidence deux étapes lors du
transport : la fixation puis le passage du substrat. Cette seconde étape est plus
sélective, et certains composés peuvent se fixer & 'AAC sans étre transportés.
Citons par exemple : le 8-azido ADP, le 2-azido ADP, PAMP, I’éosine Y (qui
se fixe coté matriciel [Majima et al., [1998]). Pour que cette fixation puisse étre
suivie d’un transport, il est nécessaire que le nucléotide adénylique possede une
conformation syn non bloquée, ne soit pas substitué en position C, de la base,
posseéde une amine en Cg et plus d’un groupement anionique (figure .

En plus de PADP et PATP sont transportés par exemple la tubericidine di-
phosphates ou le 1-N-oxide ADP. Seules les formes non ligandées des nucléotides
sont reconnues, et la présence d’ions magnésium interdit le transport en systeme
reconstitué [Brandolin et al., [1981]. Le GDP n’est pas reconnu.

Le site de liaison de 'ADP est inconnu, néanmoins des études de pho-
tomarquage ont permis d’identifier coté cytosolique les segments F153-M200,
Y250-M281 [Dalbon et al., [1988] du beeuf, G172-M210 [Mayinger et al.l [1989]
ou plus restrictif S183-R191 [Dianoux et al., [2000] de la levure ainsi qu'un seg-
ment additionnel placé pres du C-ter : 1311-K318. La structure atomique de
bAACI1 en complexe avec le carboxyatractyloside présente une cavité, ouverte
vers ’espace intermembranaire, a la surface de laquelle certains résidus pour-

2Ici il est intéressant de noter que les expériences d’électrophysiologie permettent d’évaluer
la constante de temps du transport & 6 ms environ, ce qui correspond a une activité de ’ordre
de 10 000 min—! [Gropp et al.,[1999]. A-t-on alors une unité de transport qui n’est « active »
qu’'un dixiéme du temps, le reste se passant en attente, liaison et relargage des substrats ?
ou encore une unité de transport active sur dix & un instant donné? ou probablement une
situation intermédiaire.
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raient participer au transport (pour revue voir [Pebay-Peyroula et Brandolin|
[2004], ces résidus apparaissent aussi sur la figure page[17)). Des travaux de mo-

délisation proposent l'intervention des résidus K22, R79, G182, 1183 et R279
dans le site de liaison chez le beeuf [Kunji et Robinsonl, [2006]

» Amine en C6

¥ Pas de substitution

en C2 HoN

)
A\
P

(0]

I 9

HO-P~0-P-0

o O

% groupements peuvent
étre substitués

OHOH

F1G. 1.5 — Molécule d’ADP et conditions de transport. La figure présente une
représentation a plat et en trois dimensions de la molécule d’ADP, avec sa nomenclature
et les restrictions portant sur les nucléotides transportés par I’AAC.

1.3.1.2 Inhibiteurs : actractylosides et acides bongkrékiques

Deux groupes distincts d’inhibiteurs de PAAC existent. Ils ont en commun
une grande spécificité et une haute affinité.

Le premier comprend lactractyloside (ATR) et le carboxy-atractyloside (CATR).
On extrait ces composés de plantes, notamment d’Atractylis gummifera (figure
, un chardon du bassin méditerranéen également connu en France sous le
nom de chardon a glu. Ses vertus médicinales et toxiques sont connues depuis
I’antiquité : Theophrastus décrit la plante et suggere son usage comme vermi-
fuge, comme poison contre les chiens, mais également dans le traitement de la
lépre en application externe [Daniele et al. 2005]. Une grande diversité d’emploi
d’ Atractylis gummifera se retrouve dans la médecine traditionnelle, du traite-
ment des parasites intestinaux a l'interruption de grossesse en passant par le
blanchiment des dents. Les cas d’empoisonnement aux atractylosides sont rares
(une centaine rapportés depuis le dix-neuvieme siécle) mais souvent fatals. Ils
sont accompagnés de symptomes tels que nausées, vomissements et douleurs
abdominales, généralement suivis d’'un coma. L’inhibition de 1’échange d’ADP
et I’ATP par les atractylosides entraine notamment la nécrose hépatique.

Le CATR et ’ATR sont des inhibiteurs qui ne traversent pas la membrane
interne; ils se fixent sur la partie exposée au solvant de 'AAC dans l'espace
intermembranaire. L’ATR est un inhibiteur compétitif vis-a-vis de la fixation des
nucléotides dont la constante de dissociation est de ’ordre de 100 nanomolaires ;

11
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le CATR est un inhibiteur non-compétitif dont la constante de dissociation est
de l'ordre de 10 nanomolaires.

Structure et liaison 4 ’AAC Les atractylosides se composent d’un noyau
diterpene, ainsi que d’un glucose disulfaté et portant un résidu isovalérique. Une
liaison glycosidique attache le sucre & latractylgénine (figure . Le CATR
possede un groupement carboxyle supplémentaire en position 4 de ce dernier,
qui le différencie de I’ATR.

CATR: R=COOH

~ ‘ 5

F1G. 1.6 — Les inhibiteurs de ’AAC. A gauche les atractylosides, la photo repré-
sente le chardon Atractylis gummifera. A droite I’acide bongkrékique, la photo repré-
sente une préparation de tempeh.

La structure de ’AAC bovine complexée au CATR [Pebay-Peyroula et al.
permet de détailler les interactions entre la protéine et 'inhibiteur. Son
noyau diterpene est orienté vers le fond de la cavité et ses groupements sulftates
pointent vers l’espace intermembranaire; il est décalé par rapport a 'axe de
pseudo-symétrie et interagit plutot avec les hélices H2 a . Tous les groupe-
ments chimiques du CATR sont impliqués dans des interactions avec la protéine
a l'exception de ’alcool primaire en Cg du cycle glucose. Les sulfates, les car-
boxylates et ’hydroxyl du diterpene établissent des interactions électrostatiques
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ou des liaisons hydrogenes, parfois via une molécule d’eau, avec la cavité, tandis
que le cycle diterpene et le résidu isovalérique sont en interaction de van de
Waals avec la protéine.

Le groupement carboxyle supplémentaire du CATR, interagit avec ’arginine
R279 via une molécule d’eau. Cette liaison hydrogene explique la différence
d’affinité entre le CATR et PATR (elle est d’un ordre de grandeur).

Les acides bongkrékiques L’AAC peut également étre inhibé par l’acide
bongkrékique (BA) et isobongkrékique; ce toxique naturel est secrété par la
bactérie Pseudomonas cocovenenans qui se développe sur la pulpe de noix de
coco. Les cas d’empoisonnement proviennent de l'ingestion de tempeh, une pré-
paration culinaire indonésienne obtenue par fermentation de la noix de coco, a
présent interdite a la vente.

Le BA est un inhibiteur non compétitif, capable de traverser la membrane
interne, qui se fixe sur la protéine du c6té matriciel. Son site de liaison n’est pas
connu, et la nature lipophile de ce composé pose de nombreux probléemes pour
I’étude du complexe AAC-BA, notamment celui de la distinction entre ’inhibi-
teur lié et celui simplement associé aux micelles. La constante de dissociation
du complexe est de ’ordre de 10 nanomolaires.

Les acides bongkrékiques sont des dérivés d’acides gras a longue chaine po-
lyinsaturée (figure [1.6)).

1.3.1.3 Inhibiteurs et conformations

Les protéines de transport adoptent des conformations différentes lors des
différentes étapes de leur fonctionnement. Dans le cas de PAAC, les conforma-
tions inhibées par le CATR et le BA sont traditionnellement décrites comme
les conformations « extémes » adoptées par la protéine lors du transport. Des
mesures de fluorescence intrinseque montrent en effet que ces états présentent
une fluorescence faible et forte respectivement (pour revue voir [Brandolin et al.
[1993]). De plus la fixation du CATR et du BA sont mutuellement exclusives
(& noter qu’on peut remplacer le BA par du CATR mais non 'inverse). Tous
deux ont la capacité de déplacer partiellement le naphtoyl-ADP fixé a la pro-
téine [Block et al., [1982], et ce déplacement devient total s’il y a suffisamment
de nucléotides en solution pour favoriser 'interconversion.

13
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CATR

N

ADP
>
ATP
BA
Cycle normal de transport \Q
Fi1G. 1.7 — Inhibiteurs et conformations. Parmi ’ensemble des conformations

adoptées par PAAC certaines permettent la liaison du CATR ou du BA qui bloquent
alors une conformation « extréme ».

La conformation CATR correspondrait plutot a 1’état ou le transporteur
accepte un ADP venant de I'espace inter-membranaire ; la conformation BA &
I'opposé celui ot un ATP se fixe depuis la matrice.

1.3.1.4 Isoformes

Quatre isoformes du transporteur d’ADP et d’ATP ont été identifiées jus-
qu’a présent chez ’homme, trois chez le beeuf, deux chez les rongeurs. Chez les
plantes, deux isoformes sont caractérisées chez Arabidopsis thaliana.On connalt
trois isoformes chez la levure ; la seconde est celle majoritairement exprimée en
condition aérobie. Son interruption suffit & empécher la croissance de la levure
sur une source de carbone non-fermentescible [Drgon et al., [1991].

Taux d’expression et répartition tissulaire Chez I’homme ou le beeuf, le
niveau d’expression de chaque isoforme dépend du tissu cellulaire et du stade
de développement [Stepien et al.l [1992] [Skarka et all |2003]. hAAC1 (ou son ho-
mologue bovine) est I'isoforme dominante dans les muscles cardiaque et squelet-
tiques |[Doerner et al., 1997, [Powell et al.,|[1989] ; hAAC?2 est faiblement exprimé
dans tous les tissus, et cette expression dépend de Pactivité respiratoire [Yama-
zaki et all 2002] ; hAAC3 est faiblement exprimé dans les cellules & capacité
régénératrice et fortement exprimé dans les cellules cancéreuses [Li et al.| [1989]
Powell et al.| [1989] ; hAAC4 est exprimé dans le foie, les testicules et le cerveau
[Dolce et al., [2005].

Points communs et différences dans la séquence d’acides aminés Les
protéines de levure possedent des résidus supplémentaires en N-ter notamment.
L’homologie est souvent plus forte pour une isoforme donnée entre organismes
différents qu’entre isoformes du méme organisme. Tous les AAC portent une
séquence signature placée dans le troisieme tiers, et composée des six acides
aminés RRRMMM.
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1.3.1.5 Pathologies associées

Le phénotype de souris knock-out montre l'importance physiologique du
transporteur d’ADP et d’ATP. Des lignées transgéniques, dont les génes co-
dant pour mAAC1 ou mAAC2 ont été inactivés, donnent en effet des animaux
viables présentant une hypertrophie cardiaque et une désorganisation des fibres
musculaires pour mAAC1 [Graham et all [1997] tandis que Iinactivation de
mAAC?2 est 1étale avant la naissance [Kokoszka et al.| [2001].

Une déficience en AAC chez ’homme est & l'origine de myopathies
let al.,|1993| |Jordens et al., [2002] qui ne résultent pas d’une modification du géne
mais d’une transcription défectueuse ou d’un import altéré. Une modification
de lexpression des isoformes 1 et 3 est associée a des myopathies cardiaques
[Schultheiss et Bolte) 1985, [Dorner et al., 2006].

Cing mutations ponctuelles ont été caractérisées chez des patients souffrant
d’ophtalmoplégies. Ces mutations sont A89D, LI8P, D104G, A114P et V289M
dans hAAC1 [Deschauer et al., [2005, [Kaukonen et al., 2000} KKomaki et al., 2002,
Napoli et al., 2001 [Siciliano et all, 2003]. L’étude de ces mutations chez la le-
vure montre une incapacité des protéines mutantes a restaurer la croissance de
souches dépourvues de scAAC2 [De Marcos Lousa et al., 2002, [Fontanesi et al.|
. La position des résidus correspondants dans la structure du complexe
bAAC1-CATR ne permet pas d’expliquer simplement ’origine de leur pathogé-
nie.

La forte expression de hAAC3 dans les cellules tumorales a été proposée
comme propice au maintien d’un potentiel membranaire malgré I'activité surtout
glycolytique de ce type de cellules [Chevrollier et al.| [2005].

1.3.2 Aspects structuraux

La structure du complexe bAACI-CATR [Pebay-Peyroula et al.,[2003], obte-
nue au laboratoire en 2003 en collaboration avec ’équipe de Gérard Brandolin,
est décrite brievement ici (figure . Plusieurs revues détaillent ses caractéris-
tiques [Pebay-Peyroula et Brandolin} 2004, Nury et al., 2006]. Certains aspects
en sont également abordés & partir de la page [87] - notamment les lipides struc-
turaux dont 'identification et la position ont été améliorées grace a une nouvelle
forme cristalline présentée dans ce manuscrit.

La protéine est formée de six hélices transmembranaires, toutes inclinées
par rapport a la normale a la membrane, et coudées pour les hélices impaires
au niveau de résidus prolines de la séquence signature. Ces hélices définissent
grossierement un cylindre plein du coté matriciel et évidé dune cavité tronc-
conique profonde (d’environ 20 A de diameétre et 30 A de profondeur) du c6té de
I’espace intermembranaire. De courtes boucles relient les hélices dans 1’espace
intermembranaire, alors que les boucles matricielles, plus longues, comportent
des segments en hélices a.

La triplication est fortement reflétée par la structure, les chaines principales
des sous-parties se superposent avec des RMSD d’environ 2 A et s’organisent
autour d’un axe de pseudo-symétrie d’ordre trois.
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Des densités adjacentes dans le modele moléculaire électronique correspondent
d’une part a des molécules de lipides ou de détergent accolées a la surface la-
térale de la protéine, d’autre part a l'inhibiteur CATR, fortement lié dans la
cavité (voir a ce propos la figure 5 de [Pebay-Peyroula et al.| [2003]).

Outre une connaissance factuelle précieuse, 'analyse de la structure permet
d’établir deux grandes hypotheéses quant au fonctionnement de la protéine.
D’abord la cavité s’organise pour attirer, sélectionner et lier les substrats.
Un ensemble de zones de résidus exposés basiques ainsi qu'une échelle de trois
tyrosines que poursuit une phénylalanine permettrait la progression de 'ADP
vers le fond de la cavité. Un filtre composé des résidus conservés K22, R79, Y186
et R279 assurerait la sélectivité au niveau de 1’étroiture de la cavité.
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F1G. 1.8 — La structure cristallographique du complexe bAAC1-CATR. Vue
générale du complexe dans le plan de la membrane (b), depuis I'espace intermembra-
naire (a) et la matrice (c). Topologie (d) et emplacement de la séquence signature
dans les trois domaines homologues (e). Le panneau (f) représente les acides aminés
de la signature MCF' qui assurent la fermeture des hélices impaires. Une vue en coupe
(g) et dépliée (h) de la cavité permet de visualiser les zones de résidus positifs ainsi
que ’échelle de tyrosines qui y sont exposées.
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Ensuite, les hélices impaires forment entre elles un réseau de ponts salins
maintenant une conformation fermée et empéchant le passage des substrats.
Ces ponts salins font intervenir les résidus acides et basiques de la signature de
la famille MCF, dont 'appariement est possible grace aux coudes des hélices
impaires. Ces coudes sont favorisés par les prolines de cette méme signature.
La perturbation de ces ponts par la liaison du substrat pourrait permettre un
mouvement des hélices autour des charniéres prolines, concomittant au passage
du métabolite.

Les six résidus RRRMMM placés dans le troisieme motif sont la séquence
signature des transporteurs d’ADP et d’ATP. La figure [I.9 montre leur empla-
cement dans la structure.

Y131

Fia. 1.9 — Position de la séquence signature des transporteurs d’ADP et
d’ATP. A droite une vue générale de la protéine dans le plan de la membrane (méme
orientation que b), les hélices 1 et H2 sont en partie cachées pour permettre
de voir la région de la signature. Les résidus RRR sont en batons et volume rouges,
les résidus MMM en jaune. A gauche la zone de la séquence signature est agrandie et
les principales interactions avec les résidus voisins sont indiquées. Le code couleur est
toujours le méme tout au long du manuscrit pour permettre de repérer a quelle hélice
appartient un résidu.

18



Introduction

1.4 Apoptose et mitochondrie

1.4.1 La mort cellulaire programmeée

Les cellules d’un organisme pluricellulaire vivent et meurent. Suivant le type
d’événements a l'origine de la mort cellulaire, la morphologie associédﬂ et le
mécanisme moléculaire qui la sous-tend, on peut distinguer plusieurs types de
mort. L’autophagie ou l'oncose en sont deux exemples, mais les deux types les
plus courants sont la nécrose et I'apoptose. L’apoptose est une mort cellulaire
génétiquement programmeée et controlée, on parle souvent a son propos de sui-
cide cellulaire pour 'opposer a la nécrose, mort cellulaire passive a la suite d’une
rupture de I'intégrité membranaire. Néanmoins nécrose et apoptose existent sous
de multiples formes, et un continuum de mort cellulaire relie en fait ces deux
processus.

Voie extrinséque . ) Voie intrinséque
Toxines, UV, hypoxie...

C/ Perméabilisation Membrane
Bid i} oo plasmique
i — oo
.\
Recepteurs \\Xx B1 al / !!

de mort Procaspase IAP

/ &m / Apoptosome

Caspase active Caspase active

Cdspdse D[] ( .

exécutrice -

F1G. 1.10 — Déclenchement de I’apoptose. La perméabilisation de la mitochon-
drie permet le relargage dans le cytosol des protéines apoptogenes : le cytochrome
C, PAIF (acronyme de Apoptosis Inducing Factor), 'endonucléase G, HtrA2/Omi,
Smac/Diablo et les procaspases 2, 3, 7 et 9. HtrA2/Omi et Smac/Diablo permettent
I'inhibition de protéines IAP, constitutivement exprimées, qui bloquent les caspases.
Le cytochrome C participe & 'activation de la caspase-9 au sein du complexe pro-
téique appelé apoptosome. Celle-ci conduit a I'activation des caspases exécutrices. En
parallele peut se produire un mécanisme d’activation de ’apoptose indépendant des
caspases qui cause la dégradation de 'ADN nucléaire. Le passage de la voie intrin-
séque a la voie extrinséque peut se faire grace & la protéine Bid/tBid qui provoque la
perméabilisation.

3Le noyau des cellules apoptotiques présente notamment une condensation de la chromatine
et une fragmentation de ’ADN en segments de deux cents paires de bases environ.
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L’apoptose est généralement découpée en trois phases : une phase d’initia-
tion au cours de laquelle les stimuli apoptotiques sont recus par la cellule; une
phase de décision qui conduit les centres intégrateurs de ces stimuli & rentrer ou
non dans la phase de dégradation qui aboutit a la destruction des composants
cellulaires.

A ces trois phases s’adjoignent deux voies de déclenchement : la voie extrin-
séque et la voie intrinseque (figure . C’est cette derniere qui nous intéresse
car elle fait intervenir la mitochondrie. En réponse a une large variété de sti-
muli, la mitochondrie va se perméabiliser et libérer dans le cytosol des protéines
apoptogenes. Cette libération signale ’entrée dans la phase de dégradation.

1.4.2 Quelle perméabilisation et comment advient-elle ?

Le gonflement des mitochondries isolées dans un milieu comportant des ions
calcium est rapporté depuis les premiers travaux sur 'organite. Ce gonflement
s’accompagne d’une chute du potentiel de membrane et conduit a la libération
de protéines matricielles. La liaison entre cette transition de perméabilité et
I’apoptose est, par contre, plus récente.

Il existe différents modeles mais pas de consensus quant & la maniere dont
advient la perméabilisation mitochondriale. Le premier s’appuie sur les proprié-
tés d’insertion dans les membranes des oligomeres de protéines de la famille
Bcl-2; le second décrit I'ouverture d’un pore protéolipidique grace a Bax ou
tBid ; le troisieme fait intervenir les protéines de fusion et de fission de la mi-
tochondrie ; enfin le quatriéeme comporte comme élément central un complexe
multi-protéique appelé pore de transition de perméabilité (PTP) (caractérisa-
tion par électrophysiologie : voir Bernardi et Petronilli [1996]). Il se différencie
des autres modeles par la perméabilisation concomittante des deux enveloppes
mitochondriales.

La composition moléculaire du PTP Un grand nombre de protéines ont
été décrites comme intervenant dans le PTP a proprement parler, ou dans sa
régulation (voir le tableau [1.2]). L’accumulation de données contradictoires doit
conduire a une grande prudence lorsqu’il s’agit de nommer les entités molécu-
laires qui composent ce pore.

Implication de P’AAC C’est a la fois la capacité de TAAC a former un pore
en présence d’ions calcium, et la modulation du PTP par les inhibiteurs de
I’AAC qui ont conduit & impliquer cette protéine, parfois avec un role central,
dans la perméabilisation mitochondriale.

Néanmoins le cadre de cette implication demeure flou. Des interactions phy-
siques et fonctionnelles entre ’AAC et Bax [Marzo et al., [1998], la cyclophiline
D, Vpr [Jacotot et all 2001], etc... sont décrites. Pourtant 'AAC seule peut
former un pore sensible au BA mais pas au CATR |Brustovetsky et al.l 2002]
caractérisé en électrophysiologie. De plus la transition de perméabilité peut in-
tervenir en absence d’AAC [Kokoszka et al.,[2004] chez des souris transgéniques.
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Protéine Localisation Réf. pour Réf. contre

AAC IM [Haworth et Hunter} |2000] [Kokoszka et al., [2004]
|Halestrap et Brennerb 2003

VDAC Porine mitochondriale OM |Le-Quoc et Le-Quoc, [1985]  [Krauskopf et al., [2006|

CycloD Cyclophiline D M [Schinzel et al.l |2005] [Basso et al. 2005]

PBR Récepteur périphérique au OM Azarashvili et al.; |2006

benzodiazépane

CK Créatine Kinase IM |[Dolder et al.| 2003]

HK Hexokinase C [Azoulay-Zohar et al.| 2004

TAB. 1.2 — Les protéines potentiellement impliquées dans le PTP. Abrévia-
tions : IM membrane interne, OM membrane externe, M matrice, C cytosol et IMS
espace intermembranaire. Les protéines en italique seraient des régulateurs du PTP et

ne participeraient pas au pore.

Nous avons utilisé deux partenaires potentiels de PAAC (la cyclophiline D et
Vpr) au sein d’un hypothétique pore mitochondrial & des fins de purification.
Ces travaux font l'objet du chapitre trois et les différentes interactions entre

protéines y sont détaillées.

21






Chapitre 2

Etat oligomérique

Une abondante littérature présente des arguments en faveur d’une organi-
sation dimérique du transporteur d’ADP et d’ATP, et méme de I’ensemble des
transporteurs mitochondriaux. « Trente années de biochimie » convergent dans
cette direction.

Pourtant, I’assemblage oligomérique de ’'AAC et des autres membres de la
famille continue d’étre I’'objet d’un débat scientifique, ravivé par les informations
structurales disponibles depuis 2003. En effet, la structure du complexe bAAC1-
CATR ne permet ni de valider, ni d’infirmer ’existence d’un dimere fonctionnel.
Elle n’est pas incompatible avec une unité de transport monomérique.

Nous montrons que ce complexe est monomérique lors des étapes finales de
sa purification, et décrivons les interfaces acceptables entre protéines dans les
cristaux qui impliquent des cardiolipides. L’oligomérie in vivo demeure inconnue.

2.1 Un tour d’horizon de la littérature

2.1.1 Pourquoi certaines protéines s’organisent-elles en oli-
gomeres ?

De tres nombreux processus biologiques se rapportent in fine & des interac-
tions. Celle d’une enzyme et d’un substrat, celle d’un récepteur avec son ligand,
mais également des interactions entre protéines, par exemple dans les voies de
signalisation. Les projets actuels de cartographie des interactions protéiques a
Péchelle d’une cellule [Rual et al.l2005], limités principalement aux protéines so-
lubles, refletent 'intérét de la communauté scientifique a décrire et comprendre
ces phénomenes. « L’interactomique » est un néologisme plus récent que ses
grands fréeres « génomique » et « protéomique », signe peut-étre de la difficulté
de mise en évidence expérimentaleE] des interactions protéine—protéine.

INon pas tellement que les complexes multi-protéiques soient difficiles & identifier, mais
plutot qu’il est difficile de s’assurer de leur réalité in vivo : difficile de discriminer les faux
positifs des résultats pertinents.
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Etat oligomérique de ’AAC

Celles-ci ne reposent pas sur de solides liaisons covalentes, mais sur 1’en-
semble des liaisons faibles qui peuvent unir deux chaines polypeptidiques : liai-
sons hydrogenes, ponts salins, interactions de van der Waals ou hydrophobes.
Alors qu’il faut apporter 436 kJ pour briser la liaison covalente de la molécule
de dihydrogene, vingt fois moins d’énergie suffisent pour rompre une liaison hy-
drogene. On comprend alors qu’il soit malaisé de mettre en évidence I’existence
d’un oligomere. A I'inverse, il est également facile de décrire une interaction qui
n’existe que dans des conditions expérimentales particulieres, et dont la réalité
in vivo est sujette a caution. Ce sera en partie I'objet du chapitre quatre qui
décrit les expériences utilisant I'interaction de I’AAC avec la cyclophiline D ou
Vpr.

Il convient aussi de garder a I'esprit la différence entre les complexes pro-
téiques robustes —en général bien caractérisés ou caractérisables—, comme par
exemple le ribosome, et les cas plus flous d’interactions transitoires et/ou non
indispensables.

Nous nous intéressons ici a I’état oligomérique du transporteur d’ADP et
d’ATP, plus précisement & son existence comme dimere ou comme monomere.
La question de l'oligomérie ne peut étre dissociée de celle du mécanisme de
transport. Si le dimere existe, a-t-on passage d’'un ATP dans un monomeére
pendant que 'autre fraye un chemin & ’ADP ? Comment les deux monomeres
coordonnent-ils leurs actions ?

Il est intéressant de placer notre probleme dans son contexte. On peut donc
donner quelques exemples de protéines membranaires organisées en oligomeres,
et rapporter les débats contradictoires qui les concernent.

La dimérisation des GPCR : un roéle fonctionnel Les GPCR (acronyme
de G-protein coupled receptors) forment une famille nombreuse de protéines
impliquées dans la transmission du signal, d’une grande importance thérapeu-
tique. Bien que les stimuli activateurs des GPCR soient divers, toutes partagent
une topologie & sept hélices transmembranaires et un mécanisme commun de
transmission du signal via la liaison avec un hétérotrimere de GTPases.

L’unique modele atomique d’une structure de GPCR est celui de la rhodop-
sine bovine (code PDB : 1ul9). Cette protéine abondante des membranes de
disques de cellules rétinales s’organise en rangées denses de dimeres dans les
membranes natives observées par microscopie & force atomique [Fotiadis et al.
2003] ou microscopie électronique [Suda et al.| 2004].

L’homo- et I’hétéro-dimérisation de diverses GPCR a récemment été ’ob-
jet de nombreuses recherches. Des expériences remettent en question un mo-
dele monomérique de fonctionnement, défendu par des expériences d’isotropie
d’orientation (vue avec la diffraction de neutrons) ou par la mesure de vitesses de
diffusion. Parmi ces travaux, citons par exemple ceux sur I’hétéro-dimérisation
du récepteur de GABA g [Marshall et al.| (1999, Galvez et al., 2001].

Il est intéressant de noter que les expériences portant sur ’oligomérie des
GPCR font appel a des techniques en partie différentes de celles utilisées pour
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I’étude de la famille MCF, comme par exemple le transfert de fluorescence ou
la microscopie a force atomique. La transactivation est un autre exemple de
technique spécifique : il s’agit d’une expérience au cours de laquelle un dimere
formé d’une unité incapable de recevoir le stimulus et d’une unité incapable de
transmettre le signal se montre fonctionnel.

Le dimeére de SecYEG : une plate-forme pour la liaison de SecA ?
Les protéines membranaires SecY, SecE et SecG forment une des machineries
d’export bactériennes. Cet hétérotrimere [Yahr et Wickner, [2000] transporte des
chaines polypeptidiques non repliées portant une séquence signal a travers la
membrane ; son fonctionnement dépend du potentiel membranaire. La structure
cristalline d’un homologue d’archaebactérie SecYES montre que le monomere
peut former seul un canal de transport [Van den Berg et al., [2004]. Néanmoins,
la cryomicroscopie |Breyton et all 2002, les études de pontage |Tam et al.
2005), le FRET [Mori et al., [2003] montrent une organisation dimérique du
complexe. La dimérisation serait nécessaire a I'ouverture du canal, fermé dans
la structure atomique. Des mélanges de monomere et de tétramere sont vus en
ultracentrifugation analytique [Collinson et al. 2001]; la cryofracture identifie
ces mémes especes ainsi que le dimere [Scheuring et al., [2005|. La concentration
des protéines, comme celle des détergents utilisés pour les solubiliser, joue sur
I’état oligomérique de SecYEG.

Le role fonctionnel de la dimérisation reste débattu; il est notamment pos-
sible qu’elle soit nécessaire a l'interaction avec la protéine présentatrice SecA,
qui conduit les préprotéines du ribosome jusqu’a la machine de translocation
SecYEG.

Les tétrameres d’aquaporine : quatre canaux cote-a-cote L’identifi-
cation de D’entité moléculaire responsable du transport de l'eau a travers les
membranes est plus tardive que celle du transporteur ADP-ATP. Elle intervient
en 1988 dans le groupe de Agre [Denker et all |1988], qui détermine dans la
foulée I’état oligomérique de ce complexe. Les aquaporines sont organisées en
tétrameres, et chaque protéine possede un canal individuel. Ce tétramere est
notamment détecté en ultracentrifugation analytique [Smith et Agrel [1991] et
lors d’expériences de microscopie [Walz et al., [1994]. Dans le cas d’AqpZ de E.
coli, le tétramere résiste méme & 1% de SDS |Borgnia et al., [1999]! Cependant
lorganisation tétramérique ne porte pas de role fonctionnel.

Des complexes respiratoires trés multimériques Une majorité des pro-
téines de structure connue de la membrane mitochondriale appartient a la chaine
respiratoire (voir la figure dans le premier chapitre), et leur organisation oli-
gomérique est fascinante.

Le complexe I par exemple (NADH coenzyme Q oxydoreductase) comprend
chez le beeuf quarante-six sous-unités dont sept codées par le génome mitochon-
drial, ainsi que de nombreux groupements prosthétiques. Méme dans sa version
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minimale bactérienne, le complexe comprend encore quatorze sous-unités, qui
correspondent d’ailleurs a leurs homologues mitochondriales.

L’existence en tant qu’entité individuelle du complexe I est montré par la
possibilité de l'isoler en détergent. La formation de supercomplexes entre les
complexes I et IIT est actuellement I'objet d'un débat (pour revue voir

ct al [2006).

La stoechiométrie variable des antennes de centres réactionnels pho-
tosynthétiques bactériens L’étude de membranes natives par microscopie
a force atomique (voir par exemple Bahatyrova et al| [2004], [Scheuring et al|
[2004]) a permis de montrer une variabilité dans le nombre d’antennes LH2 as-
sociées aux centres réactionnels. Ces complexes photosynthétiques (centre réac-
tionnels, antennes LH1 et LH2) permettent la collecte de la lumiere et effectuent
les premieres étapes de la chaine de transfert des électrons. Non loin de dimeres
de centres réactionnels entourés de LH1 et de PufX, les antennes LH2 s’orga-
nisent en couronnes de diametre variable, regroupant le plus souvent entre huit
et dix antennes pour la souche concernée (figure .

Il est également intéressant de noter que ces unités photosynthétiques sont
placées dans des zones denses ou la concentration protéique est tres élevée ; des
zones tres éloignées de la représentation par une mosaique fluide de la membrane
— et en quelque sorte délipidées.

(a) (b)
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Fic. 2.1 — Assemblages de complexes photosynthétiques. (a) Distribution des
tailles des couronnes de LH2, et reconstruction de complexes de taille proche de 50 A
chez Rhodospirillum photometricum, repris de [Scheuring et al|[2004]. (b) Image AFM
et reconstruction avec les modeles atomiques d’un complexe RC-LH1-PufX (rouge) et
d’une couronne de LH2 (vert) de Rhodobacter sphaeroides, repris de

2004

Un facteur de diversité Le nombre de familles de protéines membranaires
est largement moindre que le nombre de familles de protéines solubles
. De plus les protéines solubles possedent fréquemment plusieurs
domaines. C’est le cas d’environ 80% d’entre elles chez les eucaryotes. A l'inverse,
seules 33% des protéines membranaires de ce méme régne sont multi—domainesﬂ

211 est par ailleurs intéressant de noter que pres de la moitié de ces protéines membranaires
multi-domaines possédent plusieurs répétitions de domaines identiques. Les duplications de
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[Liu et all,[2004]. On décrit la combinaison de domaines au cours de 1'évolution
comme une stratégie visant a la diversité : a partir de nouveaux agencements
naissent de nouvelles fonctions. Les protéines enchassées dans une membrane
ont une liberté de mouvement restreinte : elles ne peuvent diffuser qu’au sein
de celle-ci, et leur orientation est fixe. En conséquence, la pénalité entropique
associée a la formation de complexes protéiques non-covalents est réduite. On
peut supposer que le mécanisme équivalent a la combinaison de domaines est
chez les protéines membranaires la formation de complexes oligomériques.

A travers ces exemples se dessine un panorama d’une extraordinaire va-
riété de I'organisation oligomérique des protéines membranaires. Les complexes
moléculaires peuvent étre : solides ou fragiles, fondamentaux ou contingents,
transitoires, le fruit d’un assemblage minutieux, ou s’accomoder d’une stcechio-
métrie approximative ...

Mais revenons a présent a notre famille d’intérét, les transporteurs mito-
chondriaux.

2.1.2 Assemblage oligomérique des transporteurs mitochon-
driaux

On peut distinguer au moins trois types d’expériences sur ’état oligomérique
des transporteurs mitochondriaux. Le premier donne lieu a la détermination
d’une masse de particule (la diffusion de neutrons, l'ultracentrifugation ana-
lytique, mais aussi ’électrophorese native et la chromatographie d’exclusion de
taille rentrent dans cette catégorie). Une masse proche du double de la masse
moléculaire donnée par la séquence protéique est alors une indication de ’exis-
tence du dimere.

Les études de stoechiométrie (par exemple de la liaison d’un inhibiteur,
d’un analogue de substrat, ou de I’échange ADP contre ATP) peuvent égale-
ment renseigner sur 1’état oligomérique et constituent le deuxiéme grand type
d’expériences.

Enfin, le troisieme type donne des informations de proximité spatiale entre
protéines (par exemple les études de pontage chimique ou la construction de chi-
meres dimériques), éventuellement couplées avec des informations fonctionnelles.

Ces deux derniers types d’expériences concernent a la fois des mitochondries
isolées, dans lesquelles les protéines n’ont pas quitté leur membrane native, et des
protéines solubilisées éventuellement réincorporées dans des systemes modeles.

Les principaux résultats de la bibliographie sont rassemblés dans le tableau
Ils sont ensuite partiellement discutés dans le texte de cette section ou des
suivantes, en ce qui concerne les techniques que nous avons nous aussi utilisées.

geénes sont des événements fréquents dans ’évolution des protéines membranaires |[Shimizu
et al., 2004] ; la famille MCF en est le témoin.

27



Etat oligomérique de ’AAC

£00¢] [Surpery 3o 1lunyj|

9INAS[ 9P DVV ¢ eyderdore)st)

anbruo13ooo
10861 | ¢ 10 uropueg OINAR[ 9P DYV o1d0SOIOTIN
1S00g| | Te 10 s1ysod] 9INAJ[ OP DIJ-DVV
6661/ 'Te 10 eyeueIRy SOIQUITYD
(1002 | T2 %0 Swenp] [000¢] | ¢ 10 19089704, OINAR[ 9P DYV op TOTIONIISTON)
PR |[oeqUepes] 30 UInE wooD 9p DI
6861/ [Teddy 10 S1oquUo3uIryy Idyswey op DN
[9661] [ Te 30 eoesig Jneoq op "0xQ
[e661T |18 30 euuleny] [6661] | T8 10 ojowrysey jneoq op DYV enbruiryo a3ejuog
arerjeds 9jruurxoad aun p uolyeuUrIL9(
[2861] |S1oquoSurry 90 urg I9gsurey] op JNN SOPI109[ONU UOSTRT]
12861 | Te 30 Juodn(y jneoq °op DVV dLV-N uone.rpqry
12861/ | T8 10 uropueg Jneoq 8p DYV YILV-d uonexiy
86T/ | Te 10 emby Jueoq 8p DYV Ve uonexig
[8261] | T8 %0 S1oquourryy| [eGL6T) | T8 90 01N Jneoq 8p DYV ULV UOexi]
911J9UIOI080)S SUN,P UOITRUITLISID(]
[£002] | T8 30 yiwg| [qgL6T | T8 39 owony jneoq op DYV
8661/ [Te 10 s100mpPg]  JueUIqUIONsIT 16 SINAS] Op 97RYdsOT
6661 |'T8 10 'LIRIOY] 9INAS[ Op 91RIJI)  O[[Ie} Op UOISN[OXd P
9002, | T8 %0 Idqureg 0INAS[ Op DYV orydeiSorewony)
8661/ [Te 10 s100mpPg]  JuRUIqUIOdsI 16 SINAS] Op 97y dsOT
[200g] | T8 90 oouerqodey o[[m3ue,p oyeII))
[6661| |'Te 10 eLIR)OY] 9INAJ[ 9P 9YeII))
18661] | T8 19 ouesruire 1R1 8p ‘Ineoq op ‘0X(Q) oATRU
€007 [ T8 1@ [BAQ 9INAS[ 9P DYV os91017do1700]7]
2861 | T8 9 oorg Jneoq 9p DYV suoIAU
o1y1deTp 90 SURp 1I09P Jneoq 8p OVY op uoISnII(]
f0s6T! [ T2 10 Wy Iojsurey op JNN
[086T| [S10quaSuI[y] 10 SIoquUasRH Jneoq op DYV onbryAeue
19002] | T8 10 Toqureg 8INAS] 8P DVV TOIYRSNJLIJUL0RIN )
90ULI9J9Y anajiodsuedy, anbruyoay,

aarernorjred assewr aun,p UOIJRUTULIdID(]

TaB. 2.1 — Expériences portant sur 1’état oligomérique de la famille MCF. Ce

tableau est compilé notamment a partir des théses de Bertrand Arnou, Vincent Postis
et Cécile Dahout-Gonzalez. PiC est le transporteur de phosphate, UCP la protéine

découplante, et oxo. est abréviation de oxoglutarate.
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2.1.2.1 Chimeéres dimériques

Description des résultats Trois groupes de recherche différents ont publié
des résultats montrant qu’une chimere dimérique d’AAC est fonctionnelle [Ha-
tanaka et al [1999| Trézéguet et al.,[2000, [Huang et al.,|2001]. Ces chimeéres sont
issues de la fusion de deux genes codant pour scAAC2 et possedent un court seg-
ment peptidique qui assure la continuité entre le C-terminus d’un transporteur
et le N-terminus du suivant. Une souche de levure dépourvue des trois isoformes
de 'AAC retrouve la capacité de croissance sur un milieu non fermentescible
lorsqu’elle est complémentée par une telle chimere dimérique. De plus, les essais
de transport, réalisés sur mitochondrie isolée et en protéoliposomes, montrent
des propriétés cinétiques similaires pour la protéine sauvage et les chimeres. En-
fin, des chimeres hétérodimériques dont les deux composantes sont différentes
—a cause par exemple d’'une mutation— n’ont ni ’activité de transport de la pre-
miere composante, ni celle de la seconde, ni la moyenne des deux : il existerait
donc un effet coopératif entre les « sous-unités » des chimeres.

Terada Lauquin Klingenberg
Référence [Hatanaka et al.:1999ﬁTrézéguet et al.jZOOOﬁHuang et al.:2001r
[Postis et al., [2005|
Souche dépourvue AACI, 2 AACI, 2,3 AACIT, 2,3
Liaison (N)-(C)A1IM (N)-GC—(C) (N)-GS—(C)
Test de la fonction croissance sur un milieu non-fermentescible
Transport mito. Transport mito. Transport mito.
Transport lipo.
Chimeéres construites Wt-Wt Wt-Wt Wt-Wt
Wt-R96H Wt-R294A
R96H-Wt R294A-Wt
R96H-RI96H Wt-R204L
Wt-PiC R204L-Wt
PiC-Wt R2041L-R204L

R204L-R294A

TAB. 2.2 — Constructions chimériques d’A AC. Les numéros des résidus sont ceux
de scAAC2. Les segments peptidiques qui relient C- et N-termini des « sous-unités »
sont donnés pour les chimeres Wt-Wt ; il faut garder a I’esprit que les extrémités de la
chaine polypeptidique n’appartiennent pas aux hélices transmembranaires (ﬁgure.

Le tableau récapitule les expériences conduites avec des chimeres dimé-
riques d’AAC. 11 peut étre utile de rappeler les caractéristiques des mutants
fusionnés avec la protéine fonctionnelle. La mutation R96H, appelée op1, im-
plique un acide aminé aligné avec R79 chez bAACI, résidu basique placé a
mi-hauteur de la cavité, qui appartiendrait au filtre de sélectivité (deux derniers
panneaux de la figure a la page . La souche mutante n’est pas viable et la
protéine portant R96H a une activité de transport faible. Les mutants R204L et
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R294L concernent des arginines correspondant & R187 (seconde surface basique
de la cavité) et R279 (filtre de sélectivité). Les souches mutantes ne sont pas
viables et la protéine portant R204L a une activité de transport nulle.

Que nous apprennent ces chimeéres sur I’état oligomérique du trans-
porteur ? Le fait que la fusion conserve la fonction de la protéine n’est pas
une preuve de l'existence du dimere en soi : rien n’interdit la possibilité que
les deux « sous-unités » fonctionnent cote a cdte comme monomeres. Les argu-
ments qui concernent les quantités de protéines, semblables pour des activités
comparables, entre la protéine sauvage et une chimere [Trézéguet et al. 2000]
[Huang et all |2001] ne sont valables que si ’ensemble des transporteurs d’ADP
et d’ATP sont actifs simultanément. Si seule une fraction de la protéine participe
au transport, alors on ne peut pas corréler activité et quantité de protéine.

La coopérativité entre « sous-unités » est particulierement difficile & interpré-
ter. Ainsi une chimere Wt-R96H ne se comporte pas comme la protéine sauvage,
alors que c’est le cas d’une chimere Wt-PiC. Les explications des auteurs ne per-
mettent pas de décrire sans ambiguité le comportement de ces chimeres dans
le cadre d’'un modele dimérique. Gardons donc a Uesprit qu'une « sous-unité »
voit 'autre et qu’on ne comprend guere ni quand, ni comment.

[ position

| .
. Ppossible

[ position
| bl I
. possible ,

zone non structurée

00000
1

ARC1 bovine ................ SDL

ANTZ_yeast MSSNAQVKTPLPPAPAPKKES[NI Y

Fic. 2.2 — Longueur du segment non structuré pour les chiméres dimé-
riques. Deés que la longueur [ du segment non-structuré —environ 100 ./f\; on a une
idée avec lalignement de séquences entre bAAC1 et scAAC2- dépasse le rayon r de
la protéine vue comme un cylindre (environ 20 A)7 alors il n’est plus possible ni de
définir, ni d’exclure une zone latérale comme zone d’interaction.
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Proximité spatiale entre « sous-unités » A l'aide du modele cristallogra-
phique de bAAC1 et d’alignements de séquences entre la protéine bovine et
de levure, on peut comparer la longueur du segment peptidique sans structure
secondaire définie, qui relie la fin de I'hélice H6 de la premiere « sous-unité »
et le début de I’'hélice de la seconde, au rayon du monomere. Suivant les
constructions, ce segment comprend entre 34 et 41 résidus [Postis et al.l 2005].
La distance moyenne entre deux C, consécutifs est de 3,5 A pour un peptide non
structuré. Comme l'illustre le schéma de la figure ce segment non structuré
est trop long pour permettre de conclure quant & la proximité entre telle et telle
hélice dans un modele dimérique.

2.1.2.2 Pontage chimique

Pontage du transporteur d’ADP et d’ATP Des expériences de formation
de ponts inter-moléculaires, par l'intermédiaire d’une liaison disulfure impli-
quant un cuivre phénantroline [Majima et al.l [1995] ou via des agents pontants
dimaléimides rigides de longueurs diverses, réactifs vis a vis des groupements
thiols [Hashimoto et al.l [1999], ont été réalisés dans le groupe de Terada. Ces ex-
périences montrent la possibilité de pontage intermoléculaire uniquement entre
deux cystéines 56 de bAAClEL dans la seule conformation inhibée par le BA, et
avec une longueur préférentielle de 12 A.

L’absence de formation de ponts impliquant les autres cystéines indique que
celles-ci sont :

— soit trop éloignées lorsque deux particules sont proches ou en contact,

— soit non accessibles au solvant, car protégées par la membrane (les agents
pontants utilisés ne pénétrent pas dans la membrane) ou enfouies dans la
protéine.

Dans le modele atomique de bAACI-CATR, la chaine latérale de la cys-
téine 56 pointe vers lintérieur de la protéine, elle est en interaction avec la
tyrosine 50. Son exposition au solvant est presque nulle, en accord avec I'impos-
sibilité de pontage en présence de CATR.

Les auteurs concluent que la boucle matricielle M1 qui contient C56 a un
comportement différent de celui des deux boucles équivalentes, caractérisé par
un mouvement ample lors du transport.

Efficacité du pontage Il y a peu d’indications concernant 'efficacité du pon-
tage dans les publications. Il est écrit que 100 uM d’agent pontant permettent
d’observer une diminution de moitié de la quantité de monomere sur un gel
d’électrophorese en conditions dénaturantes. Cependant, la concentration pro-
téique n’est pas clairement donnée. On peut en avoir une idée grossiere via la
concentration des protéines totales des mitochondries (20 mg/mL d’aprés [Ma-
jima et all [1993]), sachant que bAACI représente environ 15% des protéines
mitochondriales. Avec cette approximation, on a seulement un exces 2 :1 mo-
laire d’agent pontant par rapport a la protéine.

3Rappelons que bAAC1 contient quatre cystéines : C56, C159, C256 qui sont reliées par la
pseudo-symétrie interne d’ordre trois, et C128 qui est au milieu de I’hélice
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Pontage d’autres transporteurs D’autres expériences de pontage chimique
ont eu lieu pour les transporteurs de phosphate [Hiither et Kadenbach| [1984],
d’oxoglutarate [Bisaccia et al.l [1996], et pour la protéine découplante [Klingen-
berg et Appel, [1989].

L’ajout d’'un cuivre phénantroline dans une solution micellaire, ou dans un
systeme de protéoliposomes du transporteur de phosphate, inhibe le transport
uniquement dans le premier cas. Cette donnée est difficile a interpréter en terme
d’état oligomérique. L’interprétation simpliste consiste a dire que les groupes
thiols du transporteur de phosphate sont proches en micelles et éloignés ou non
accessibles en protéoliposomes.

Le méme agent pontant peut permettre la formation de ponts intermolécu-
laires entre UCP. L’efficacité du pontage est supérieure sur mitochondrie isolée
que sur la protéine purifiée en Triton X100. Seule la cystéine la plus proche du
C-ter, exposée dans l’espace intermembranaire, est impliquée dans la formation
des ponts, comme le montre I’étude de la protéine dépourvue des onze résidus
C-terminaux.

L’étude du transporteur d’oxoglutarate a I’aide de composés maléimides fluo-
rescents indique l'existence d’un pont disulfure naturel entre les cystéines 221
et 224 placée sur I’hélice . Le travail n’apporte pas d’indication quant au
caractere intermoléculaire de ce pont.

2.1.2.3 Electrophorése native

Les techniques d’électrophoreses dites natives s’opposent a celles trés cou-
rantes qui ont lieu en conditions dénaturantes. Les échantillons destinés a une
électrophorese dénaturante sont mis en présence de SDS, un détergent chargé qui
permet de séparer les complexes protéiques en leurs composants individuels, et
confere une densité de charge homogene a toutes les protéines. Les échantillons
sont parfois chauffés afin d’accélérer ou de permettre une plus grande dénatura-
tion des protéines. A l'inverse, pour une électrophorese native, les échantillons
sont placés dans un milieu « doux », ce qui correspond généralement a la pré-
sence d’un détergent non ionique. Le but est de maintenir ’état oligomérique
des complexes au cours de ’expérience.

Les techniques d’électrophorese native des protéines membranaires sont déli-
cates a mettre en oeuvre. La premiere difficulté est la préservation de ’oligomérie
native lors de la solubilisation de la protéine d’intérét. Typiquement ici, la so-
lubilisation des mitochondries a lieu avec 2% de digitonine [Palmisano et al.,
1998, |Capobianco et al., 2002] ou 0,16% de DDM [Dyall et al. 2003]. On peut
s’'interroger sur le sens de 'oligomérie native dans le cas de protéines surpro-
duites dans FE. coli et renaturées par ajout de sarkosyl puis dialysées dans un
détergent doux [Kotaria et al., 1999, [Schroers et al., 1998||ﬂ

4Schroers et al. comparent la migration de la protéine « monomérique » en sarkosyl, et
celle de la protéine « dimérique » en Ci2FEg, mais il est difficile d’exclure que la différence
de migration ne puisse étre liée simplement aux différences des caractéristiques de ces deux
détergents.
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La seconde difficulté tient dans le protocole de 'expérience lui-méme. Dans
le laboratoire de Gérard Brandolin, et lors des essais —peu nombreux— que j’ai
réalisés, les gels obtenus ne sont pas convaincants. Une solide habitude et un
protocole bien adapté au systeme semblent nécessaires pour réaliser de beaux
gels natifs.

Ces réserves énoncées, on constate cependant que I’électrophorese native a
été largement employée pour déterminer ’état oligomérique du transporteur
d’ADP et I’ATP |Dyall et all [2003, [Palmisano et al.l [1998], de phosphate
[Schroers et all [1998], de citrate [Kotaria et al.,[1999], de tricarboxylate [Capo-
bianco et al., 2002] et d’oxoglutarate [Palmisano et al.| [1998]. L’ensemble de ces
travaux, a l’exception de celui de Kotaria et al., présentent des gels comparés,
c’est-a-dire des gels en conditions dénaturantes qui montrent un monomere, et
des gels en conditions natives qui montrent un dimere. Les protéines d’intéréts
sont mises en évidence spécifiquement, qu’il s’agisse de la liaison d’un anticorps
ou d’une mesure de radioactivité.

Apres lecture de ces articles, je peux partager mon impression subjective
—et teintée d’arbitraire— sous forme d’une note de confiance dans les expériences
présentées. Dans le sens de la confiance croissante, je rangerais les références dans
Vordre suivant : [Kotaria et al., [1999] < [Schroers et all [1998] < [Capobianco
et all [2002] < |Palmisano et al |1998] ~ [Dyall et al., 2003|.

2.1.2.4 Stoechiométrie de liaison des inhibiteurs

Dans Darticle de Riccio et al. de 1975 [Riccio et all [1975b] qui décrit la
premiere purification de 'AAC, les auteurs déterminent un rapport de fixation
CATR-AAC de 17,6 pmol/g environ, confirmé dans une publication de 1978
[Klingenberg et al., [1978]. Compte tenu de la masse moléculaire de la protéine
(32,8 kDa), ce rapport est de 1,15 molécules de CATR par dimeére de
bAACI1.

Peut-on estimer I’erreur expérimentale sur ce résultat ? Le dosage de la pro-
téine est réalisé avec un protocole modifié de Lowry; tandis que le dosage du
CATR est réalisé par scintillation. Les méthodes de dosage par radioactivité sont
précises. Il m’est par contre arrivé de doser bAACI par la méthode de Lowry et
par micro-analyse en acides aminés apres hydrolyse acide conjointement. L’écart
entre les valeurs obtenues était variable, avec un écart maximum de 37% (qui
va dans le sens d’un inhibiteur par monomere : la protéine est surévaluée par
le dosage Lowry. Voir a ce propos l’annexe page . Si on garde cette erreur,
pas plus arbitraire qu'une autre, le rapport CATR—protéine se situe alors dans
I'intervalle [0,81; 1,5].

Dans un article dJAquila et al.| [1978], provenant toujours du groupe de Klin-
genberg, les auteurs isolent et décrivent la protéine liée au BA. Ils montrent
notamment que la fixation du BA et du CATR sont mutuellement exclusives,
et introduisent 1'idée des deux conformations différentes stabilisées par les in-
hibiteurs. La quantification du BA fixé est rapportée comme délicate, a cause
de la tendance de ce composé lipophile a se fixer non spécifiquement dans les
micelles de détergent. Ces travaux préfigurent les grandes difficultés rencontrées
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lors de la purification a des fins structurales du complexe AAC-BA, qui achoppe
notamment sur la séparation (et la quantification) du BA libre et lié. On n’y
trouve pas d’élément de stoechiométrie de type 2 :1, bien que ce soit en général
cette référence qui est citée pour appuyer I’assertion qu'’il se fixe une molécule
d’inhibiteur pour deux molécules de protéines.

2.1.2.5 Stoechiométrie du transport des nucléotides

On détermine la steechiométrie de 1’échange entre ADP et ATP grace a des
dosages de nucléotides lors de transports en systeémes reconstitués. Par exemple
Brandolin et al.|[1980] incorporent la protéine bovine purifiée dans des liposomes
de phosphatidylethanolamine et de cardiolipides. L’intérieur de ces liposomes
contient 20 mM d’ATP, et on ajoute a extérieur de ’ADP radioactif marqué
au '*C. On peut ainsi suivre, d’une part la quantité d’ADP transportée dans
les liposomes grace a une mesure de scintillation, et d’autre part la quantité
d’ATP transportée hors des liposomes grace a une réaction avec la luciférase.
Les auteurs ajoutent un mélange des deux inhibiteurs pour bloquer le transport,
afin d’obtenir des mesures a différents temps. Ils observent un échange d’'un ADP
pour un ATP quel que soit le moment de la mesure ou ’état d’inhibition partielle
de la protéine (figure a gauche). Cet échange est strict, ¢’est-a-dire qu’il n’y
a pas de sortie I’ATP sans ajout d’ADP.

oda
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= . 8 L o
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Fia. 2.3 - Stoechiométrie 1 :1 de ’échange ADP-ATP par bAAC (4 gauche),
impossibilité du transport asymétrique (& droite). Dosage par radioactivité
et luminescence du transport d’ADP et d’ATP en protéoliposomes. Ces figures sont
reproduites depuis [Brandolin et al.| [1980].

Contrairement aux précédentes, les expériences d’électrophysiologie réalisées
par le groupe de Bamberg [Brustovetsky et Klingenberg, |1996, Broustovetsky
et all 1997, |Gropp et al) [1999] montrent la possibilité d’initier un échange
avec un systeéme asymétrique de protéoliposomes dont l'intérieur est dénué de
nucléotides [Gropp et al., [1999].
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D’autres groupes ont étudié de facon approfondie le transport de nucléo-
tides en systeme reconstitué. Cependant les mesures effectuées concernent a ma
connaissance un seul des deux lots de nucléotides, en général marqué. Ainsi, que
ce soit dans les travaux de Sluse ou de Palmieri, il n’y a pas d’autres articles
que je connais qui permettent de s’assurer de la stoechiométrie 1 :1.

2.1.2.6 Autres approches

Une expérience assez convaincante de « differential tagging » [Schroers et al.)
1998| teste lactivité du transporteur de phosphate de levure exprimé chez
E.coli, en protéoliposomes. Cette activité est normale pour une protéine iden-
tifiée comme dimérique grace a une stratégie utilisant des étiquettes multiples
avant reconstitution mais elle est nulle pour des dimeres dont 'une des deux
« sous-unités » n’est pas fonctionnelle. De plus, lors de la reconstitution de mo-
nomeres, l'activité de transport est faible tant qu’on n’atteint pas une concen-
tration critique, significative de la nécessité fonctionnelle de la dimérisation pour
les auteurs. La figure correpondante est reproduite ci-dessous.

Dans Darticle qui établit la stoechiométrie 1 :1 de ’échange ADP-ATP [Bran-
dolin et al., [1980] se trouvent également des expériences de microscopie élec-
tronique apres cryofracture. Ces expériences montrent des liposomes dont une
petite portion contient un ou plusieurs complexes protéiques. Il n’est pas pos-
sible de différencier un dimére d’un monomere & partir de ces images (Gérard
Brandolin, communication personnelle). Les auteurs observent en outre une dis-
tribution différentielle des particules dans les fractures concaves et convexes en
fonction de I'inhibiteur ajouté aux préparations, ce qui laisse & penser que les
deux conformations inhibées ne sont pas insérées de maniere équivalente dans
la membrane. La conformation BA posséderait une plus grande zone exposée a
la matrice que la conformation CATR.

2.1.2.7 Tétrameres et autres complexes compliqués

Des états oligomériques plus complexes ont été supposés ou décrits pour
le transporteur d’ADP et d’ATP. Ainsi le nombre de sites de fixation des nu-
cléotides pourrait correspondre a une organisation tétramérique. D’autre part,
des complexes hétérogenes liés & la fonction respiratoire (I’ATP synthasome de
Chen et al.| [2004]) ou apoptotique (le pore mitochondrial de perméabilité de
Ferri et al.| [2000]) ont été imaginés. La composition moléculaire exacte de tels
complexes, s’ils existent, n’est pas connue.

2.1.3 Définition d’une interface d’interaction

Nous avons évoqué les expériences de la littérature qui donnent acces a des
informations de proximité entre protéines. On peut utiliser, avec précaution, ce
type d’expériences pour tenter de délimiter une interface d’interaction d’un mo-
nomere avec un autre. On peut également tenter d’interpréter certaines données
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Fic. 2.4 — Dimérisation fonctionnelle du transporteur de phosphate. A

gauche un essai de transport en systéme reconstitué pour du transporteur purifié
& partir de mitochondries (cercles) ou obtenu en corps d’inclusion et solubilisé en
sarkosyl et C12E8 (carrés) ou C12E8 (triangles). Les auteurs affirment que les car-
rés correspondent a du transporteur monomérique pour lequel on observe un effet
de seuil (c’est seulement lorsque deux protéines sont présentes par liposome que le
transport peut avoir lieu, ce qui correspond a 1,25 ug de protéine par mg de lipide
environ), et que les triangles correspondent & du transporteur dimérique. A droite la
cinétique du transport pour différentes constructions : PiC-His (cercles), hétérodimere
PiC-His/PiC-FLAG (carrés), et les hétérodimeres inactivés par le NEM (deux types
de triangles). L’étiquettage différentiel permet de s’assurer qu’on a des dimeres, et le
traitement au NEM exclut la possibilité d’un monomere fonctionnel.
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sur les protéines mutantes (par exemple sur les révertants) en termes géomé-
triques ou encore raisonner sur les conséquences géométriques des symétries du
systeme.

Un écueil d’une telle interprétation géométrique provient de 1'utilisation
d’une structure cristalline, par définition statique, pour représenter un systeme
dynamique. Si deux résidus sont proches au sein d’une interface dimérique in
vivo, ils ne le sont pas forcément lorsqu’on place cote-a-cote deux monomeres
dans la conformation stabilisée par le CATR. L’esprit critique en éveil, consi-
dérons d’un peu plus pres ces résultats ayant des conséquences géométriques,
rassemblés sur la figure Le but de cette figure est d’illustrer ’absence —par-
tielle 7— de convergence entre les différentes données concernant la surface d’in-
teraction.

2.1.4 Considérations de symétrie

L’échange d'un ADP contre un ATP, la triplication dans la séquence des
transporteurs MCF, sont deux exemples de résultats ou la symétrie est sous-
jacente. Cette courte section énonce les questions ouvertes soulevées par la ou
les symétries du systeme.

Est-il nécessaire que le dimere soit symétrique ? La symétrie par rap-
port a l'interface est un fait implicite pour un dimere cristallographique ou les
deux sous-unités sont images I'une de 'autre (voire page , c’est également
un fait implicite des expériences de pontage des cystéines 56 de bAAC1
imoto et all[1999]. Rien ne force pourtant une telle symétrie, et on peut imaginer
qu’une zone d’'un monomere puisse interagir avec une autre zone du second mo-
nomere. Dans ce dernier cas, une oligomérisation en chaine pourrait avoir lieu
(le monomere A par sa zone () interagit avec B via sa zone Qs ; alors la zone
Q1 de B peut interagir avec la zone )5 de C, et ainsi de suite comme le montre
le schéma ci-dessous).

Comment concilier dimérisation et symétrie d’ordre trois? A cause
de la pseudo-symétrie d’ordre trois, si ’AAC présente une interface de dimérisa-
tion, il possede également deux zones « équivalentes », celles qui correspondent
a l'interface via la pseudo-symétrie interne. Une déviation par rapport a cette
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R187 > Q182 du transporteur de citrate

en contact avec E122 d'un autre monomere

T125 > E122 du transporteur de citrate

en contact avec Q182 d'un autre monomere

_90°

D195 > E192 chez Pic,
révertant de S158

T161 > S158 chez PiC,
mut\a{‘lt non viable, révertant E192
\ 2

C et N-ter sont reliés dans
les chimeres dimériques
de sSAAC2

C304 chez I'UCP,
impliqué dans un pont
intermoléculaire

C56 chez bAACT, o0l
impliqué dans des ponts intermoléculaires,
en présence de BA

C et N-ter sont reliés

dans les chimeres dimériques
Al8>(C28 chez PiC, ~ desSAAC2

impliqué dans un pont

intermoléculaire

Fia. 2.5 — Ou pourrait se trouver ’interface de dimérisation? Au centre
est montrée la structure cristallographique du complexe bAAC1-CATR vue depuis
I’espace intermembranaire, entourée des trois cardiolipides visibles dans les cristaux
de forme centrée. La position des lipides et des molécules de détergent dans les cristaux
de forme primitive est indiquée par des arcs de cercle. La position de certains résidus
(ou du résidu correspondant s’il s’agit de données concernant un autre transporteur
MCF) impliqués dans des contacts entre monomeres est notée en jaune. Enfin les
interfaces vues dans la nouvelle forme cristalline sont grossierement délimitées en bleu.
Les données pour le tansporteur de phosphate sont celle de ; celles pour le transporteur
de citrate de
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pseudo-symétrie est alors nécessaire permettre a la seconde sous-unité de discri-
miner l'interface entre ces trois zones. A I'inverse pourquoi ne pas imaginer une
interface triple ?

%6

F1G. 2.6 — Dimérisation et pseudo-symétrie d’ordre trois. Le monomere central
A possede une interface de dimérisation 1, et deux zones équivalentes 2 et 3 a cause de
la pseudo-symétrie. Pour empécher des appariements de type A-C, il faut que la zone
1 soit suffisemment différente des zones 2 et 3.

L’analyse de la surface de la protéine peut ici apporter des éléments de ré-
ponse. En effet on imagine intuitivement que les propriétés électrostatiques ou
de conservation d’une éventuelle zone d’interface la différencie du reste de la
surface protéique, sans que ces différences nous permettent forcément de 1’iden-
tifier.

Symétrie par rapport au plan médian de la membrane Le transport est
dirigé par le gradient de potentiel transmembranaire. En I’absence de gradient
le transport a lieu indifféremment dans les deux sens. Le transport est donc
symétrique par rapport au plan médian de la membrane. Cela indique qu’il
convient de prendre toutes ces considérations de symétrie avec un fort esprit
critique. En effet cette symétrie fonctionnelle du transport ne se reflete pas du
tout au niveau structural : la partie matricielle de la protéine est bien différente

de sa partie qui fait face a ’espace inter-membranaire, dans la conformation
inhibée par le CATR.
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2.2 Analyse de I’état oligomérique par ultracen-
trifugation analytique

L’ultracentrifugation analytique est une méthode de choix pour 'analyse
des complexes membranaires en solution. Elle permet en effet d’en déterminer
le rayon hydrodynamique et la masse, ainsi que la quantité de détergent et de
lipides associés a la protéine.

Les expériences d’ultracentrifugation analytiques ont été menées en collabo-
ration avec Christine Ebel (LBM, IBS). C’est elle qui a placé les échantillons
dans la centrifugeuse puis analysé les données. J’ai néanmoins suivi et participé
a cette analyse.

2.2.1 Principe et méthodes
2.2.1.1 Principe

Dans une cellule placée dans une centrifugeuse, on suit ’évolution de deux
parametres biophysiques fonction de (r, t) E|: I’absorbance a 280 nm, et un signal
d’interférence relatif a la variation d’indice du milieu. Ces parametres refletent
les variations de concentration, uniquement de la protéine pour ’absorbance, et
de toutes les especes en solution pour le signal d’interférence. Ils permettent,
grace a la résolution de l’équation de transport, d’obtenir les coefficients de
sédimentation et de diffusion de la particule. Ce sont ces coefficients qui sont
fonction de la masse, de la composition, du rayon et de la forme des particules.

2.2.1.2 Protocole expérimental — parametres utilisés

Les expériences sont réalisées dans une centrifugeuse Beckmann XLI, & une
vitesse de rotation de 42000 tpm, avec des cellules doubles de 12 mm de trajet
optique. Des enregistrements de 1’absorbance a 280 nm et du signal d’interfé-
rence ont lieu toutes les 6 minutes tout au long des expériences d’une durée
typique de 12 heures. Les mesures sont faites a 10°C (échantillons de Lapao
et de protéine) ou 20°C (mélange lipides-Lapao). Les données sont analysées
a laide des logiciels développés par Peter Schulk, Sedfit et Sedfatﬂ ce dernier
programme permettant 'analyse simultanée de plusieurs expériences. Les autres
parametres nécessaires au traitement sont obtenus expérimentalement (mesure
des densités et des viscosités avec les appareils Anton-Paar DMA500 et AMVn)
ou par le calcul (Sednterp pour le calcul de volumes partiels spécifiques). La
liste de ces parametres est regroupé dans le tableau

5r est la distance a ’axe de rotation et t le temps.
6Modélisation & une espéce sans interactions interparticulaires. Les échantillons de com-
plexe protéique en tampon hydrogéné ont également été analysés en terme de distribution

c(s).
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Parameétre Symbole Unité courante Unité [SI]
viscosité n centipoise cp 10% Pa-m
masse volumique p g/mL 1073 kg-m—3
rayon hydrodynamique Ry Angstrom A 10719 m
masse particulaire M Da 103 kg - mol~!
masse flottante Mp Da 103 kg - mol !
coefficient de sédimentation S Svedberg S 10713 s
coefficient de diffusion D Ficks F 10~ 1m?2 .51
volume partiel spécifique v mL/g 103 m? - kg™!
concentration c mg/mL kg -m™3
distance a 'axe r mm 103 m
temps t S S
nombre de frange J sans d’unité
absorbance a 280 nm Aogg unité arbitraire

nombre d’Avogadro N, sans d’unité
température T Kelvin K K
constante des gaz parfaits R

fraction massique liée B g/g sans d’unité
vitesse angulaire de rotation w rad-s—! rad-s~!

TAB. 2.3 — Les principaux parameétres physiques utilisés en centrifugation
analytique. Les expressions mathématiques qui relient ces parametres sont présentées
dans le paragraphe Ces parametres sont indicés dans le texte par l'initiale de
I’espece a laquelle ils se rapportent, par exemple 04 pour le détergent, v, pour la
protéine et v4y; pour le mélange Lapao-lipides. Les valeurs de certains parametres
sont fixées : N0 = 1,303 cp; nu,o0 = 1,303 cp; pr,o = 1,001 g/mL; pp,o = 1,104

g/mL; o, = 0,741 mL/g.
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2.2.1.3 Préparation des échantillons

Les échantillons concernés sont les mémes que ceux qui nous serviront pour la
diffusion de neutrons aux petits angles (figure . La protéine est purifiée selon
le protocole habituel par deux étapes de chromatographie |[Dahout-Gonzalez
et al., [2003] (voir aussi ’annexe page et éventuellement le paragraphe page
, une moitié du lot n’est pas incubée en présence de Biobeads. On réalise
également pour chaque lot un échange HyO — DO par dialyse.

Il faut noter la préparation d’un lot supplémentaire important : le mélange
de lipides membranaires et de Lapao sans protéine. Ce lot n’est pas obtenu en
mélangeant des lipides purs et du détergent, mais a partir d’une préparation
protéique —dont on extrait la protéine—, ceci afin de ressembler le plus possible
aux « vrais » échantillons. Il s’agit donc d’échantillons « a 'identique » pour
lesquels la protéine purifiée est lyophilisée puis reprise dans un mélange de chlo-
roforme et de méthanol. La phase organique contenant les lipides et le détergent
est lyophilisée de nouveau, tandis que la protéine et les sels, insolubles dans
cette phase, sont éliminés. Les résidus secs sont repris dans le tampon de la
chromatographie d’exclusion de taille, hydrogéné ou deutéré selon les cas, de
telle sorte que les concentrations de lipides et de détergent soient sensiblement
les mémes que dans les échantillons protéiques.

L’absorbance & 208 nm de ces échantillons est d’environ 25% de celle des
échantillons protéiques. L’origine de ce phénomene est double : il s’explique par
la présence 1. de protéine résiduelle, 2. d'une contaminant absorbant dans cette
gamme de longueur d’onde.

Ces échantillons « a l'identique » nous servent en ultracentrifugation ana-
lytique a déterminer le volume partiel spécifique d’un mélange lipides-Lapao;
en diffusion de neutrons on les utilise pour déterminer le point d’annulation du
contraste.

42



Mitochondries

Solubilisationn en lapao
Chromatographie HTP
Chromatographie ACA

bAACI pure

Incubation
Biobeads

Concentration Concentration

/
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Echantillons utilisés et illustrés en ultracentrifugation analytique

2.11.a
2.11.b

Lapao pur

(Solution Dz@ (Solution Hzcﬂ

Lo

Echantillons utilis€s en diffusion de neutrons

* K A K

0% 40% 60% 100%

(Mélange Hy0-D0 2 15%)

* protéine fraiche
* protéine 5 jours

Lapao Mélange lapao-lipides Complexe bAAC1-lapao-lipides

F1G. 2.7 — Echantillons utilisés lors des expériences d’ultracentrifugation
analytique et de diffusion de neutrons. Ces échantillons sont présentés en méme
temps car nous avons utilisé les mémes pour les deux types d’expériences afin de
pouvoir comparer les résultats obtenus. Les numéros font références aux figures corres-
pondantes aux échantillons analysés en AUC, analyse décrite dans le texte. Les étoiles
rouges indiquent les échantillons préparés puis soumis au flux de neutrons (voir page
. Le terme protéine "fraiche” indique que la purification a été réalisée immédiate-
ment avant les expériences d’AUC et de SANS. Pour 'AAC purifié en présence de
CATR, la conservation & 4°C pendant quelques jours ne devrait pas étre probléma-
tique, et nous avons également travaillé avec un échantillon protéique purifié 5 jours
avant les expériences.
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2.2.1.4 Résolution de I’équation de transport, coefficients de sédi-
mentation et de diffusion

Les observables Asgg ou J (déplacement d’un nombre de franges d’interfé-
rences) sont proportionnelles & la concentration ¢ du complexe membranaire,
utilisée a leurs places par la suite. L’enregistrement de leurs valeurs permet de
résoudre numériquement 1’équation de transport, ou équation de Lamnﬂ :

Oc 10 9 Oc
— = —— —|[r(esw*r — D— 2.1
ot r 8r[ ( 67‘)] (2.1)
et d’accéder aux valeurs des coefficients de sédimentation s et de diffusion D.
Ceux-ci sont reliés aux parametres particulaires du complexe par les relations

de Stokes-Einstein et de Svedberg :

RT
D=——1— 2.2
67TN,177RH ( )
Mp
= 2.
5 6mNonRy (2:3)

Enfin la masse flottante Mp est définie grace aux proportions et aux volumes
partiels spécifiques de chaque composant du complexe :

Mp = My(1 — pvy) + My Ba:p(1 — pta) + MyBip(1 — pti) (2.4)

Et le rayon hydrodynamique peut s’exprimer par rapport au rayon Ry de
la sphére compacte représentant la particule, grace & un facteur de forme em-
pirique, % dont la valeur est d’environ 1,25 pour une particule globulaire com-
pacte :

Ry = %Ro (2.5)
4T 4 1 _ B ~
gRo = F(Mvp + M Bg.pvq + M By.,0p) (2.6)

Les équations et peuvent se simplifier en regroupant le terme du
détergent et celui des lipides car leurs volumes partiels spécifiques sont proches
|Gohon et all 2004]. On considére ainsi un parametre B global, pour lequel on
omettra I'indice, qui est la fraction de lipides et de détergent liée a la protéine
et un volume partiel spécifique commun v44;.

D’autre part, en tampon deutéré, on modifie la masse de la protéine en
tenant compte de la fraction d’hydrogenes échangés. Dans le cas du détergent
et des lipides, on ne fait pas cette modification dont I'effet est négligeable, car
les volumes partiels spécifiques de ces especes sont proches de 1.

"Le second terme du membre de droite rend compte de la diffusion qui a tendance a égaliser
la concentration dans la cellule, le premier terme indique ’effet de la sédimentation qui tend
a concentrer toutes les molécules au fond de la cellule.
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2.2.2 Les volumes partiels spécifiques du Lapao et du mé-
lange Lapao-lipides

Les expériences réalisées avec le détergent seul, ou avec le mélange Lapao-
lipides permettent d’accéder a la vitesse de sédimentation de ces especes, qu’on
utilise principalement pour connaitre leurs volumes partiels spécifiques. La va-
leur expérimentale que nous déterminons est (légérement) plus faible que celle
rapportée par Le Maire [le Maire et al.l [2000] : 94 ~ 944, ~ 1,00 < 94t ~ 1,067
mL/g.
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2.2.2.1 Lapao

La concentration du Lapao est d’environ 5% massique dans ’échantillon.
On n’observe pas, en absorbance, de sédimentation significative (figure
En interférence, on observe la flottaison faible de 1’échantillon dans les deux
tampons HyO et D3O, c’est donc ce signal qui est analysé. On obtient alors
si°S = —0,005 £ 0,004 S, DS = 5,2+0,6 F, si'§ = —0,21 £0,03 S,
D}gg = —6,5+ 0,6 F. En plus d’'un fort bruit systématique, de leffet de
concentration (qui réduit artificiellement s et D), la flottaison est faible, et il
est donc difficile de fixer la valeur de J;o;.

Une modélisation globale avec Sedfat donne un volume partiel spécifique
0q = 1,002 mL/g. Par ailleurs, un modele de micelle sphérique compacte est en
accord relatif avec les données expérimentales pour un oy proche de 1 (voir la
figure , c’est donc cette valeur que nous retenons pour la suite.

2.2.2.2 Mélange de Lapao et de lipides : échantillons « & I’identique »

Les mesures effectuées dans le tampon HyO montrent, en absorbance comme
en interférence, une trés faible flottaison (résultats non montrés). Cette flottaison
est plus nette en D2 O et ce sont donc ces mesures qui sont analysées (figure .

On observe en absorbance, pres du ménisque, la ou les particules s’accu-
mulent, une zone de tres forte absorption dont la taille augmente avec le temps.
Cette zone est exclue pour I’analyse des données; ’absorbance peut étre celle
du contaminant inconnu dont nous avons déja noté la présence dans nos pré-
parations protéiques. En interférence, le signal prés du ménisque est moins sur-
prenant, cependant cette zone n’est pas en accord avec un modele a une espece.
On ne considere donc que la sédimentation hors de cette zone, et dans le cadre
d’un modele d’une unique espece idéale, on obtient les valeurs données dans la
tableau 2.2.2.21

On note cependant deux différences liées au traitement par Biobeads. La
premiere est la diminution du nombre de franges J, apres traitement.
On peut corréler cette diminution a une baisse de la concentration en Lapao
moyennant une hypothese forte, celle de considérer que le Lapao et le mélange
Lapao-lipides ont tous deux le méme indice de réfraction que le C15Eg. Dans ce
cas, la baisse de concentration en Lapao serait de ordre de 30% (avant derniere
ligne du tableau précédent). Cette valeur est acceptable, le dosage du Lapao
marqué pendant le traitement Biobeads donne une baisse d’environ 50% ; de
plus le rapport massique Lapao-lipides est proche de 3, la diminution attendue
en concentration totale du mélange Lapao-lipides est donc de 50% - 3/4 = 35%. ..
Plus qu’une valeur soumise a de nombreuses approximations, gardons a ’esprit
la diminution qualitative du nombre de franges.

La deuxieme différence est une légere modification de la sédimentation :

8Les courbes d’ultracentrifugation analytique sont directement des copies d’écran de Sedfit.
En effet ces copies sont de qualité suffisante pour appréhender les données. J’ai choisi de ne pas
améliorer I'esthétique de ces figures dont la réalisation est trés chronophage. J’espére en étre
excusé. Une « vraie » figure récapitulative est néanmoins proposée a la fin de cette section.
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g

Absorbance

s

g

Absorbance Abserbance

Absorbance

14000

5.0929 - 7.1910
ne = 0.000000

€517 Wstddev) = 226,82
0.8970 ()

F1a. 2.8 — Sédimentation du Lapao en H2O et D>O. La concentration du La-
pao est de 5% (p/v). (a) Profils d’absorbance & 280 nm (données brutes, modélisées et
résidus) en tampon hydrogéné. (b) Profils d’interférence (données brutes, modélisées
et résidus) en tampon hydrogéné. (c) Profils d’absorbance & 280 nm (données brutes,
modélisées et résidus) en tampon deutéré. (d) Profils d’interférence & 280 nm (don-
nées brutes, modélisées et résidus) en tampon deutéré. La modélisation des profils est
indépendante pour chaque panneau. (a) et (b) sédimentation de 18 heures, (c) et (d)
sédimentation de 23 heures. Le trajet optique est de 3 mm.
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volume partiel spécifique

0,96 0,98 1 1,02 1,04 1,06 1,08 1,1
0,2 L L L n s s

s expérimental H20

-0,2 s expérimental D20

——S(H20)
—#—5(D20)

coefficient de sédimentation
o
S

-0,5
-0,6
-0,7
-0,8
-0,9
v(barre) Lapao
1 LeMaire 2000
Fia. 2.9 — Volume partiel spécifique du Lapao. Les zones bleues et rouges

représentent la valeur de s donnée par l'expérience dans les tampons H2O et D2O
respectivement. Les courbes bleues et rouges représentent les valeurs théoriques de s
calculées pour une micelle sphérique avec un nombre d’agrégation de 125 (source :
catalogue Anatrace) pour ces mémes tampons. Enfin le trait jaune donne la valeur de
Uq issue de la littérature. L’expérience en H2O est en accord avec le calcul pour une
valeur 7q ~ 1 mL/g; en D20 par contre, cette valeur doit étre plus petite car il n’y a pas
d’intersection entre la courbe et la zone rouge. Néanmoins une modélisation globale des
deux expériences aboutit & barvg >~ 1, et déforme la micelle. La meilleure interprétation
possible semble de dire que la courbe rouge ne représente qu'un modele possible de
la micelle, et qu’il existe une zone I’entourant également acceptable, compte-tenu des
hypotheses (sur le facteur f/fo) et de la précision sur les parametres (sur Nqg) utilisés
pour son calcul.
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Fi1c. 2.10 - Sédimentation des échantillons « a4 l’identique » en D2O. (a)
Profils d’absorbance & 280 nm (données brutes, modélisées et résidus) pour un échan-
tillon non traité aux Biobeads. (b) Profils d’absorbance pour un échantillon traité aux
Biobeads. (c) Modélisation globale des profils d’absorbance et d’interférence pour un
échantillon non traité aux Biobeads. (d) Modélisation globale des profils d’absorbance
et d’interférence pour un échantillon traité aux Biobeads. (a) et (c) sédimentation de
21 heures, (b) et (d) sédimentation de 24 heures. Le trajet optique est de 3 mm.
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Mélange Lapao—lipides Lapao

Biobeads 0
3200 1,07 20.75 0.3
S100 -0,8 -0,56 0,3
Apor 0,35 0,35 0,12
Jtot 17.3 25,4 29
JJA 49 73 233
c 29 42 50
v 1,011 0,977 1,002

TAB. 2.4 — Résultats expérimentaux pour les mélange lipides-détergent et
pour le Lapao dans le tampon D2O. Les chiffres en italique ont nécessité un
calcul, et souvent une hypothése. Rappel : les mesures ont eu lieu & 20°C pour les
mélanges Lapao-lipides et & 10°C pour le Lapao seul.

les particules flottent un peu plus aprés traitement par Biobeads.
Ce surcroit de flottaison peut s’expliquer soit par des particules plus petites,
soit par des particules moins denses. La différence de volume partiel spécifique
calculé pour une micelle compacte globulaire est de 0,034 mL/g (derniere ligne
du tableau).

Signal parasite et impureté Le signal parasite présent a proximité du mé-
nisque signale la présence d’une impureté dans nos échantillons. Celle-ci est
également mise en évidence lors de la migration de ’échantillon au sein d’un
gradient de saccarose (comparer 1’absorbance et le contenu protéique des frac-
tions du haut du tube dans la figure de la page . Cette impureté est un
composé lipophile puisqu’il s’integre aux micelles; qui absorbe & 280 nm mais
ne présente pas de spectre de fluorescence caractéristique. Il pourrait participer
& hauteur de 15% environ & I’absorbance & 280 nm de nos échantillons.

Toutefois un artefact optique pourrait également intervenir dans cette zone
proche du ménisque.

2.2.3 Sédimentation du complexe membranaire bAAC1-
Lapao-lipides

Dans le tampon hydrogéné, le complexe protéique sédimente clairement, et
cette sédimentation est en accord avec un modele & une espece idéale (figure
. Les micelles de lipides et de détergent qui ne contiennent pas de protéine
ne sédimentent pas significativement et apparaissent comme une ligne de base.

Dans le tampon deutéré on observe une flottaison du complexe protéique,
qu’on ne peut pas distinguer de la flottaison des micelles non-protéiques (figure
. On a acces uniquement & une estimation de s.
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2.2.3.1 Sédimentation en tampon H;O

Sur cet échantillon on a réalisé une analyse, en général trés performante,
en distribution de taille de particules. On obtient des résultats comparables en
I’absence ou avec un traitement par Biobeads des échantillons : s ~ 1,06 S,
D ~ 4,2 F. Ces résultats sont donnés dans le tableau

bAACI1-lipides-Lapao en HbO bAACI-lipides-Lapao en DoO

Biobeads 0 Biobeads 0
s10e 1,07 1,036 0,2-0,1]
D 4.4 4 non déterminé
J/A 53 5.1

TAB. 2.5 — Résultats expérimentaux pour les complexes protéine-lipides-
détergent dans les tampon H2O et D2O.

Le ratio du signal d’interférence par rapport au signal d’absor-
bance caractérise les especes associées a la protéine dans le complexe mem-
branaire. En effet le nombre de franges d’interférence J dépend de l'incrément
d’indice de réfraction lors de la mise en solution d’un composé quel qu’il soit :
J x % -c. En d’autres termes, J « voit » ’ensemble des especes alors que Asgg
ne « voit » que la protéine. Ce ratio est de 7,23 franges par milligramme de
protéine par millilitre. Le ratio attendu pour une protéine seule est de 2,76, on a
donc un exces de 4,5 franges environ. Cet excés correspond a une quantité
de détergent et de lipides liés B entre 1,6 et 2,2 grammes par gramme
de protéine (suivant que l'on utilise le % de la protéine ou du Cq2Eg pour le
Lapao et les lipides).

L’interprétation de D en termes de parametres de la particule (équation
donne un rayon hydrodynamique de 38 + 2 A. Par le calcul, pour un
complexe liant environ 2 grammes de lipides et de détergent par gramme de
protéine, avec un volume partiel spécifique du mélange 44, proche de 1 mL/g,
et si la particule est globulaire compacte, on obtient un rayon de 41 et 52 A
pour le monomere et le dimere respectivement.

En utilisant s et D, on obtient une masse flottante du complexe Mp de
6 £+ 0,3 kDa. Le calcul avec les hypotheses précédentes donne une valeur de 8,4
et 16,8 kDa pour le monomere et le dimere respectivement.

Dans les deux cas le modele monomérique est donc le plus favorable.

2.2.3.2 Flottaison en tampon D50

Dans cette expérience, il y a flottaison a la fois du complexe protéique et des
micelles non protéiques. Ceci a une double conséquence : d’une part on observe
la formation d’une zone de forte absorption pres du ménisque; d’autre part
il est malaisé de séparer les signaux de ces deux types de particules. On par-
vient simplement & obtenir une estimation de s qui est compris dans l'intervalle
[-0,2—-0,1] S.
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Fic. 2.11 - Sédimentation du complexe protéique en H>O. (a) Profils d’ab-
sorbance & 280 nm (données brutes, modélisées et résidus) et analyse en distribution
c(s) pour l’échantillon traité aux Biobeads. (b) Profils d’absorbance et analyse dans
le cadre d’un modele a une espéce non interagissante pour le méme échantillon. Durée
de la sédimentation : 18 heures. Le trajet optique est de 3 mm.
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absortance [0D]
:

Absorbance

Absorbance

F1G. 2.12 — Sédimentation du complexe protéique en D20O. La coordonnée en
abscisse est le rayon dans le tube de centrifugation en cm.

2.2.3.3 La protéine est monomérique

A partir de la valeur expérimentale du coefficient de sédimentation s, et
des autres données du probleme, on peut calculer les couples (044, B) qui sont
solutions de I’équation .

On obtient un ensemble de valeurs (744, B) qui forment une courbe dans le
plan. Lorsque 'un des parametres varie, la courbe change, et il donc pertinent
d’en dessiner plusieurs. La figure présente les courbes extrémes qui cor-
respondent aux valeurs limites acceptables des parametres s et f/fp. La région
située entre ces courbes extrémes est celle dans laquelle les couples (044, B)
correspondent & ’expérience.

Comme nous avons réalisé une expérience en tampon hydrogéné et une en
tampon deutéré, nous pouvons dessiner ces courbes simultanément pour les
deux expériences, dans I'hypothése d’une protéine monomérique (panneau A)
ou dimérique (panneau B). Dans le premier cas, l'intersection entre les régions
solution dans H2O et D5 O existe : les deux expériences sont compatibles avec un
méme ensemble de valeurs de (U4, B). Dans le deuxiéme cas & l'inverse, cette
intersection est vide : les deux expériences ne sont pas compatibles. Comme elles
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ont été réalisées avec la méme protéine, c’est donc ’hypothese du dimere qui
est fausse.

Ce résultat vient appuyer ceux du paragraphe précédent qui donnait un
rayon hydrodynamique du complexe et une masse flottante compatible avec un
monomere. Ainsi, nos expériences prouvent que bAAC1 est monomé-
rique en solution dans les conditions testées — aussi proches que possible
de celles de la cristallisation.

——f/f0=1.25 5=1.04 20 B
,
H-0 ——f/fo=1.55=1.04
2 f/fo=1.25 5=1.08
f/fo=1.5s=1.08 HZO
——f/f0=1.25 5=-0.2
2,4
D-0 ——f/fo=1.5 5=-0.2
2 ——f/fo=1.25 s=-0.1

——f/fo=1.5s=-0.1

Fraction massique de détergent et lipides liés B (g/g)

T T T T T 0,9 - T T ?
1 1,02 1,04 1,06 1,08 11 1 1,02 1,04 1,06 1,08 1,1 1,12 1,14

volume partiel spécifique vy, | (mL/g) volume partiel spécifique v | (mL/g)

3

F1a. 2.13 — Les expériences sont compatibles avec un monomére et pas avec
un dimeére. Les couples acceptables des parametres (U441, B) sont compris dans la ré-
gion délimitée par les différentes courbes. En trait fin celles paramétrées par f/fo=1,5,
en trait épais par f/fo=1,25. Les courbes les plus & gauche correspondent au tampon
D20, celles de droite au tampon H2O, et on a également dessiné une courbe pour
chaque valeur extéme de s = 1,06 + 0,02 en HoO S et s = —0,15+ 0,05 S en D2O.
L’intersection existe en A pour le monomere, mais pas en B pour le dimere.

Détails techniques Ce paragraphe apporte des précisions sur la maniere de
déterminer les couples solutions, sa lecture n’est pas nécessaire en premiere
instance.

On remplace par leurs valeurs la masse flottante Mp et le rayon hydrodyna-
mique Ry dans I’équation (2.3)) pour obtenir :
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_ M@ = pvy) + MB(1 — pUay1)
67Nan: {/ g7 (Mvy + MBuay)

S

(2.7)

Les inconnues auxquelles on s’intéresse sont (044, B). Les autres inconnues
sont données par la mesure ou le calcul, et paramétrisent I’équation. Cette équa-
tion se rameéne & un polynome de degré trois en (U44;, B), dont des solutions
analytiques peuvent donc étre trouvées.

Plus simplement pour réaliser les courbes de la figure [2.13] on utilise un
logiciel de calcul formel comme Maple qui permet de tracer des fonctions impli-
cites (B est une fonction implicite de T44;, c’est-a-dire qu’il existe une relation
liant ces deux termes, mais qu’on ne peut pas écrire d’expression simple du type
B = f(U441)). Le logiciel proceéde & une évaluation numérique dans une plage
de valeurs donnée, grace a la commande implicitplot.

2.2.4 Figure récapitulative

La figure [2.14] montre les courbes représentatives de nos expériences avec le
mélange Lapao-lipides et avec le complexe protéique. Tous les panneaux sauf
le panneaux A ont déja été représentés, il s’agit simplement ici d’illustrer nos
résultats de maniere synthétique.

Les micelles mixtes contribuent comme une ligne de base en HyO (panneau
A) et flottent faiblement en D2O (panneau B). En D30, une zone d’artefact
optique (et lié & la présence d’un contaminant) est exclue pres du ménisque.

Le complexe protéique sédimente en HoO et 'analyse de la distribution de
s montre la présence d’une unique espece (panneaux C). Le complexe protéique
et les micelles flottent faiblement en D2O (panneaux D).
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Fia. 2.14 — Résumé des expériences de sédimentation de vitesse. A Mélange de Lapao et de lipides « & I'iden-
tique » dans un tampon hydrogéné. B Mélange de Lapao et de lipides « a l'identique » dans un tampon deutéré. C
Complexe protéique en tampon hydrogéné. C’ Résidus de la modélisation & une espeéce non interagissante C” Analyse
de la distribution en s pour le complexe protéique en tampon hydrogéné. D Complexe protéique en tampon deutéré. D’
Résidus de la modélisation a une espece non interagissante. Toutes les courbes correspondent a des échantillons traités aux
Biobeads. Pour la clarté de la figure, seules six courbes réparties le long des 20 heures d’expériences sont représentées.
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2.3 Diffusion de neutrons aux petits angles

La diffusion d’un flux de neutrons par un complexe membranaire en solution
peut permettre de connaitre son état oligomérique. En effet, 'interprétation des
données aux petits angles donne acces a la masse des particules, et a leur rayon
de giration. Nous avons réalisé une unique série d’expériences pendant 1’été 2004,
avec les mémes échantillons que ceux analysés en ultracentrifugation analytique.
Nos données sont plutét en accord avec un modele monomérique ; elles mettent
en lumiere la difficulté de mise en oeuvre des méthodes de variation de contraste
dans un mélange complexe protéine-détergent-lipides.

Ces expériences sont le fruit d’une collaboration avec Joseph Zaccai et Chris-
tine Ebel.

2.3.1 Principe
2.3.1.1 Production de neutrons

Les sources de neutrons peuvent étre de deux types. Ce sont soit des sources
a spallation, dans lesquelles les neutrons sont expulsés (le mot anglais spalled
signifie délité) de noyaux d’éléments lourds bombardés par des particules de
haute énergie ; soit comme a I'Institut Laue Langevin de Grenoble, des réacteurs
nucléaires.

Dans le coeur de ces derniers se produit une réaction en chaine de fission
de Iélément 23°U : I’absorption d'un neutron par un atome d’uranium entraine
la fission de cet atome et la production de deux a cinq neutrons. Les neutrons
utilisables ont une énergie cinétique de l'ordre de 2 MeV.

Si on décrit en termes ondulatoires le flux de neutrons, on peut lui associer
la longueur d’onde A telle queEI :

p 2mE

car ’énergie du neutron non relativiste est uniquement cinétique et s’écrit

(2.8)

E = 21”71 . Pour sonder la matiere, cette longueur d’onde A\ doit étre de I'ordre
de ’angstrom ; compte-tenu des valeurs de h et m, ’énergie des particules doit
donc étre de I'ordre du milliélectronvolt (1,6-10722]).

En conséquence, il faut donc diminuer I’énergie des neutrons dans le réacteur
— d’un facteur 108! —: c’est le réle du modérateur. L’eau ou I’eau lourde peuvent
servir de modérateur. Les neutrons peuvent également acquérir une énergie don-
née par un mécanisme dit de thermalisation : placés au contact d’une source a
température constante T', leur énergie suit une loi de distribution de Maxwell-
Boltzmann fonction de cette température : E = 3/2kgT. On parle ainsi de
neutrons froids (mis au contact d’hydrogene liquide & 20 K, de longueur d’onde

associée A > 10 A) ou de neutrons chauds (mis au contact de graphite a 2000 K,

9p est la norme de la quantité de mouvement, m la masse d’un neutron, E son énergie
et h la constante de Planck. Les valeurs de h et m sont : h = 6,63-1073* m2s~'kg et
m=1,67-10"27kg.
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de longueur d’onde associée A < 0,3 A). Pour nos expériences, nous avons utilisé
un flux monochromatique de longueur d’onde A = 10 A.

2.3.1.2 Interaction des neutrons avec la matiére

Bien que fondamentalement différentes, les interactions entre les rayons X et
la matiere d’une part, entre les neutrons et la matiere d’autre part, peuvent étre
décrites avec le méme formalisme. Dans les deux cas on peut définir une longueur
de diffusion b pour chaque élément. Cette longueur caractérise I'interaction entre
le rayonnement et I’atome considéré : son carré est proportionnel a la probabilité
qu’une particule du flux soit diffusée.

Pour les rayons X qui interagissent avec le cortege électronique, cette lon-
gueur de diffusion s’écrit bx = N.rg ou N, est le nombre d’électrons de ’atome
considéré et 1o = 2,82-107'3 cm le rayon de Thomson. Le facteur de diffusion
croit alors avec le numéro atomique. Pour les neutrons, qui interagissent avec le
noyau des atomes, la longueur de diffusion n’augmente pas avec le nu-
méro atomique, et elle varie suivant ’isotope considéré. Ces différences,
illustrées par la table sont a l'origine de la complémentarité des deux tech-
niques : les neutrons sont plus sensibles que les rayons X aux éléments légers ;
la différence de longueur de diffusion entre ’hydrogene et le deutérium donne
acces aux méthodes de variation de contraste.

Atome H D C N O P S Au
Masse atomique 1 2 12 14 16 30 32 197
Nb d’électrons 1 1 6 7 8 15 16 79
bx, 107 *2cm 0,282 0,282 1,69 1,97 216 3,23 451 22,3
bn, 107 %cm -0,374 0,667 0,665 0,940 0,580 0,510 0,280 0,760

TAB. 2.6 — Longueurs de diffusion des rayons X et des neutrons de quelques
éléments. Source : [Koch et al.|[2003].

2.3.1.3 Diffusion par une solution de macromolécules

Les références [Jacrot), (1976, [Jacrot et Zaccail, [1981} [Koch et al.,[2003| [Lairez
et Peltal [2004] sont utiles pour se familiariser avec la description formelle de la
diffusion de neutrons par une solution biologique.

On peut définir la densité de longueur de diffusion p(r) comme la longueur de

diffusion totale par unité de volume des atomes d’'une macromolécule de volume
V:

p(r):é /V b(x)dx:% > ob (2.9)

atomesi

suivant qu’on adopte un formalisme de milieu continu (plus couramment
utilisée pour les rayons X) ou discret. En considérant le solvant comme un
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milieu uniforme de densité de diffusion constante ps, la différence d’amplitude
diffusée entre la solution de macromolécules et le solvant s’écrit :

Ala) = TFIp(e) = ] = [ (plo) = p) e/ . (2.10)

ou q est le vecteur de diffusion a I’angle 26, de norme ¢ = sin(@)%’r. L’ob-
servable physique expérimental est l'intensité diffusée par I'assemblée des N
particules en solution, soit :

*

(2.11)

I(a) =) _A(a) |Y_ Ala)
N N

Cette relation se décline différemment lorsqu’on I’applique aux deux cas par-
ticuliers rencontrés dans I’étude des protéines. Dans le premier cas, la cristal-
lographie, nos échantillons sont constitués de particules identiques, organisées
en un mono-cristal et donc orientées et distribuées de fagon réguliere. Les inter-
férences interparticulaires sont alors constructives. Dans le deuxieme cas, celui
qui nous intéresse ici, les particules sont toujours identiques mais placées en
solution. Si la solution est suffisamment diluée et isotrope, on se place dans
I’approximation de Debye ou les particules n’interagissent pas entre elles et ou
leurs orientations sont aléatoires. L’intensité totale est alors simplement égale a
N fois I'intensité diffusée par une particule, moyennée sur toutes les orientations
possibles :

2

I(q) =N < A(qQ)A*(q) >= N < /V(p(r) — ps)eiq'rdr > . (2.12)

2.3.1.4 Approximation de Guinier, rayon de giration, masse parti-
culaire

La relation précédente peut tout aussi bien s’écrire :

I{q) =N < / ./ Ap(r)Ap(r?)e'd ) drdr® >, (2.13)
vVJV

avec Ap(r) la différence de densité de longueur de diffusion entre la parti-
cule et le solvant. Connaissant I’expression de la moyenne d’une exponentielle
complexe : < €4'T >= %(Tqr), et en intégrant en coordonnées sphériques, on

peut dissocier ’exponentielle du terme en Ap pour obtenir :

B Dmas sin(qr) .
I(q) = 47TN/0 T 'y(r)iqr dr, (2.14)
y(r)= < /Ap(u)Ap(u—i—r)du > . (2.15)
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Cette derniere fonction est la moyenne de la fonction d’autocorrélation de
Iexces de densité apporté par la particule. Elle peut étre reliée a la distri-
bution des distances pondérée par l'exces de densité, qui est d’usage fréquent
[Koch et all [2003] et permet d’obtenir 'enveloppe de la particule, mais ne nous
concerne pas ici.

Aux petits angles, dans le domaine dit de Guinier, on peut utiliser le dé-
veloppement limité %(Tqr) =1-

expression de la forme :

(qr)?/3! + o(¢?*) pour obtenir finalement une

2
16) = 10) |1 = Wl o) ~ 1)
Cette relation, introduite initialement en 1955 par Guinier et Fournet, est
fondamentale pour l'interprétation des données de diffusion de neutrons. En
effet, on peut tracer & partir des intensités enregistrées un graphique In(I(q)) =
f(g?), linéaire dans le domaine de Guinier, dont 1'ordonnée & I'origine 1(0) et la
pente —Rf] /3 sont directement dépendants des parametres de la particule.
Regardons cette dépendance de plus pres. Nous allons admettre ici que le
parametre R, de 'expression précédente s’identifie avec le rayon de giration de
la particule, et donne donc une information sur sa forme. R, est la moyenne
des distances quadratiques pondérées par les longueurs de diffusion des centres
diffusants, par analogie avec la mécanique on ’écrit :

R2 _ Z Abz?”?

g STAb;

Le lecteur intéressé ou/et particulierement courageux pourra se plonger dans

les articles de [Koch et al.| [2003] ou |Lairez et Peltal [2004] qui expliquent cette
identification[™

De la méme maniére, nous admettons que le parametre 1(0) est proportionnel

a la masse particulaire. On peut en avoir l'intuition grace a la relation [2.14]

sinlar) yong s’'intégrer pour donner une

qar

_ (aRg)?
3

(2.16)

(2.17)

dans laquelle les premiers termes avant
relation du type :

I(0) c N-V?-(Ap)? (2.18)

Or tant le nombre de particules (& concentration fixée) que le volume d’une
particule dépendent de leur masse : N oc cM,; Let V o< M,. On comprend donc
que I(0) est proportionnel & cM,(Ap)? : il y a bien une relation linéaire entre
I(0) et la masse particulaire.

10 article de Lairez, écrit en francais, utilise un formalisme discret un peu rébarbatif mais

qui finalement rend limpide 'introduction de R
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Jacrot et Zaccai] [1981] proposent une expression de cette quantité I(0) :

2

cM, AnfT,t
10) = Mo AL > bi—pv (2.19)
Na 1- Teau atomes
g
Explication des différents termes :

eM, AnfT,t \2
N T Toe (22 bi = po),
La masse M, est détermi- | Terme dépendant de la géo- | Exceés p/r au solvant de lon-
née pour une concentration | métrie expérimentale gueur de diffusion
¢ connue

Attention aux indices! M, | f facteur multiplicatif; T. | > b; obtenu grace & la sé-
est ici la masse particulaire | (T.q.) intensité transmise | quence et & la composition
et pas la masse de la protéine | par Dléchantillon (I'eau); ¢ | de la particule

longueur du chemin optique

2.3.1.5 Variation du contraste

L’idée qui sous-tend notre utilisation des méthodes de variation du contraste
est simple : adapter le contenu isotopique (le rapport entre deutérium et hydro-
geéne) du tampon permet de s’affranchir de son signal de diffusion et de faire
ressortir uniquement le signal de la particule d’intérét.

Water
5
T
o
:..E: 2.5 Bmv protein
°
s
Lipid head group
/ 50 % D0 100
0 1 o |
Vv CH
F1a. 2.15 — Densités de longueurs de diffusion moyennes pour quelques

composants biologiques. Les courbes dépendent de la fraction d’hydrogene échangé,
du volume spécifique des molécules considérées. Elles donnent néanmoins une notion
visuelle du matching point, qui est ’abscisse du point d’intersection entre la courbe du
solvant et du composant.

La figure illustre cette idée. On observe en effet que la courbe de densité
moyenne de diffusion de ’eau intercepte celles d’une protéine, d’un acide nu-
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cléique, pour des ratios spécifiques entre hydrogene et deutérium. Si on effectue
une mesure de diffusion a cette valeur du ratio, appelée couramment matching
point ou point d’annulation des contrastes, alors la différence entre le densité de
diffusion moyenne d’une particule et celle du solvant est nulle. On a :

1
< p(r) > — ps =<7y Z bi>—ps=0 (2.20)

atomest

La variation de contraste est donc un bon outil pour obtenir des
informations sur un élément unique d’un mélange complexe en annu-
lant la contribution des autres constituants. Dans notre cas, on souhaite faire
ressortir le complexe protéine-lipides-détergent. Le mélange contient également
de nombreuses micelles sans protéines ainsi qu'une faible concentration de dé-
tergent monomérique. Si on se place au matching point, et dans la limite de
particules qui n’interagissent pas, tout se passe comme si on observait unique-
ment la diffusion du complexe protéine—lipides—détergent. On peut alors décrire
les données dans le cadre d’un modele a une seule espece.

Il est intéressant de noter que les méthodes de variations de contrastes
peuvent aussi renseigner sur la structure interne des particules [Timmins et al.|
1994D).

2.3.2 Dispositif expérimental — traitement des données
2.3.2.1 Préparation des échantillons

Les échantillons utilisés sont les mémes qu’en ultracentrifugation analytique
(voir le paragraphe page . Pour tous les échantillons, on réalise des
mélanges aux ratios 0% 40% 60% et 100% entre I’échantillon hydrogéné et celui
deutéré.

Quant cela est nécessaire, la concentration protéique précise des échantillons
est déterminée par microanalyse en acides aminés apres hydrolyse acide.

2.3.2.2 Enregistrement et traitement des données

Les expériences ont eu lieu sur la ligne D22 de 'ILL. Pendant un enregistre-
ment de durée comprise entre 1 et 5 heures, des cuvettes en quartz de 1 mm de
trajet optique contenant 150 pL de solution sont maintenues a 4°C.

Les intensités diffusées sont enregistrées sur un détecteur bi-dimensionnel
placé a une distance de 4 ou 5,6 m. Le centre du détecteur est déterminé, puis
on applique un masque sur les images de diffusion pour éliminer les pixels cachés
par le beamstop, et pour éliminer une zone défaillante du bord du détecteur. On
integre ensuite radialement les images. L’intensité est enfin normalisée par la
diffusion de ’eau, ce qui permet de comparer différentes mesures entre elles :

Toch — teenlui
Inorm _ ech echlvide <7 >Qgrand (221)
Ieau - teauIvide
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avec tecp, (respectivement teqq,) le coefficient de transmission de 1’échantillon
(respectivement I’eau), et ol les intensités sont indicées par le contenu de la cuve.
Le terme < I > grana correspond a la diffusion incohérente par le tampon. Au
matching point, il est normalement équivalent de soustraire ce terme ou une
expression du type t“"}::i:i:ﬁ’:’;e‘“ . Nous avons utilisé ces deux possibilités,
les valeurs numériques que je donne sont les valeurs moyennes de I'une et 'autre.

Les représentations de Guinier sont réalisées a l'aide des logiciels de I'ILL,
qui donnent une valeur de I(0), de Ry, et de la qualité de la régression linéaire.

2.3.3 Résultats
2.3.3.1 Détermination du point d’annulation des contrastes

Dans notre cas, déterminer le matching point est un préliminaire a I’enre-
gistrement de données de diffusion interprétables. C’est une opération facile a
réaliser, délicate toutefois car elle conditionne la validité des résultats en aval. Je
trouve donc utile de la décrire ici, d’autant que nous avons longtemps estimé que
nos données étaient sans valeur, trop imprécises, a cause d’'une détermination
approximative du matching point.

Intensité transmise et contenu isotopique La norme de l'intensité trans-
mise a travers un échantillon est proportionnelle au carré de sa densité de lon-
gueur de diffusion moyenne : I; ~ |A|? oc < p >2. Comme cette densité dépend
linéairement du rapport entre hydrogene et deutérium, on peut sur un graphique
In(Irrans) = f([D20]/[H20]) déterminer le contenu isotopique d’un échantillon
a partir de 'enregistrement de I'intensité qu’il transmet. Nous avons réalisé cette
mesure pour plusieurs séries d’échantillons : le tampon, une solution de Lapao
a 17% m/v et des échantillons « & identique » ressemblant aux échantillons
protéiques, mais dépourvus de protéine. Chaque série regroupe quatre tubes
similaires contenant respectivement 0% 40% 60% et 100% de D5O.

La figure[2.16| montre que la deutération de nos échantillons est en réalité plus
faible qu’attendue. Il y a la une certaine logique. En effet les échantillons sont
préparés par solubilisation de matériel solide hydrogéné dans DO, ce qui limite
obligatoirement le taux maximum de deutération. Par exemple dans I’échantillon
det100, préparé par dissolution de 170 mg/ml de détergent Lapao, il y a au moins
15% d’hydrogene. De plus le tampon utilisé pour les dissolutions ou les dialyses
n’est composé qu’a 95% de D,O. Enfin il faut tenir compte de I’échange pendant
le déroulement de I'expérience.

A T’aide de ces premieres mesures en transmission, nous obtenons les valeurs
réelles du contenu en deutérium des échantillons « a 'identique », qui servent
pour de la détermination du matching point.

Détermination graphique du matching point Pour la série d’échantillons
« a l'identique », censés contenir tous les composants du mélange sauf la pro-
téine, une mesure de diffusion est enregistrée a une distance de 1,5 m. Le mat-
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100,0 - »

] Tampon 100% > 93,7%

90,0
] Lap/lip + BB 100% > 84,1%

80,0 1
] Lap 100% > 76% Lap/lip 100% > 79,9%

70,0

60,0 ]
f Tampon 60% > 54,7%
1 Lap/lip + BB 60% > 50,8%

50,0 1 .

g‘ ] Lap 60% > 45,2% Lap/lip 60% > 49,3%
¥ 40,0

] Lap/lip + BB 40% > 35% g Tampon 40% > 37,1%

30,0 ] Lapflip 40% > 28,3% & Lap 40% > 30,1%

20,0

10,0 -

o0 +—H
-0,7 -0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0
In(ITrans)
Fi1G. 2.16 — Détermination de la deutération des échantillons par trans-

mission. Chaque point correspond & une mesure de transmission (en abscisse) pour
laquelle on lit alors le taux réel de deutération (en ordonnée). Le taux attendu et le
taux mesuré sont donnés sur le graphique, pour les séries d’échantillons de tampon,
de détergent (Lap), et de mélange Lapao-lipides (Lap/lip).
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ching point est déterminé graphiquement, a l'intersection de trois droites. Ces

droites sont I;’:;-;s =f ({228})’ ITfT im = f( {fligb et Paxe des abscisses.

Durant 'expérience, le matching point a été déterminé graphiquement sur
du papier millimetré, en regardant 'intersection de ces courbes. En reprenant
les données a fortiori, on voit que les trois droites n’ont pas un unique point
d’intersection, comme le montre la figure La valeur utilisée de 15% de D20
est donc connue avec une imprécision de I'ordre de 3%. Cette imprécision influe
sur la qualité des données ; elle doit étre gardée a l'esprit lors de 'appréciation
des valeurs du rayon de giration et de la masse particulaire.

Unités arbitraires

Fi1G. 2.17 — Détermination graphique du matching point. La courbe orange

est la régression linéaire & partir des valeurs 4/ Iﬁ;” (carrés) pour I’échantillon « &

. . . . . [ .
I'identique » ; la courbe verte est la régression linéaire de % (cercles). L’intersec-
tion de ces courbes avec 'axe des abscisses (encadré) donne le point d’annulation des
contrastes.

2.3.3.2 Masse et rayon de la particule

Les résultats obtenus pour les échantillons de protéine fraiche, de protéine
apres cing jours de stockage a 4°C, dans les deux cas pour deux distances entre
’échantillon et le détecteur, sont présentés dans la figure 2.1§ et le tableau 2.7}

Les résultats obtenus semblent surprenants de prime abord, et difficiles a
interpréter. En effet les différentes mesures sur les deux échantillons du complexe
bAACI-Lapao-lipides au point d’annulation du contraste du mélange Lapao-
lipides conduisent & des valeurs de rayon de giration proche de 30 A et a des
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Fi1a. 2.18 — Représentations de Guinier. Les courbes sont réalisées & partir des
expériences de diffusion aux petits angles de la protéine bAAC1 micellaire. Les courbes
représentent In(I(q)) = f(q¢?), ot I(q) est lintensité diffusée normalisée ; ces courbes
sont lindaires aux petites valeurs de q (pour lesquelles Ryq < 1).
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Echantillon ¢, mg/mL 1(0) R, A Masse particulaire kDa

5 jours 4,46 0,0715 + 0,0027  expérimentale : 31,4 + 1,3 Protéine seule : 47,5
(valeur theorique : 32,8 )
Complexe protéique : 116
(valeur théorique : 92,8)
fraiche 3,2 0,0424 + 0,0028 expérimentale : 29,4 + 0,4 Protéine seule : 40
Complexe protéique : 98
monomere protéique : 20,4 £+ 0,3
Ry calculé dimere protéique : 30,4 £ 1
modele de micelle : [32 44]

TAB. 2.7 — Paramétres déterminés a partir des expériences de diffusion.
Pour chacun des deux échantillons, I(0) permet de calculer une masse de particule
dans le cas ou on consideére la protéine seule (cas idéal de détermination parfaite du
matching point) et dans celui olt on considére la micelle protéique. Dans la réalité, a
cause de l'erreur possible sur ce matching point, ces deux valeurs peuvent étre consi-
dérées comme les bornes de l'intervalle dans lequel la masse est plausible. Le rayon
de giration R, est donné pour les deux échantillons ainsi que sa valeur calculée pour
différents modeles monomériques, dimériques (ne contenant que la protéine), ou de mi-
celle protéine-détergent. L’accord entre valeurs expérimentales et calculées, ainsi que
les erreurs sur les différents parameétres sont discutés dans le texte.

masses particulaires comprises entre 40 et 47,5 kDa pour un modele uniquement
protéique. Or pour un tel modele on attend Ry ~ 20 A et M, ~ 33 kDa.

Pour comprendre ces résultats et tenter de les interpréter plus avant, il faut
garder a l’esprit la complexité du mélange contenant la protéine, dans lequel se
trouve un grande quantité de détergent et de lipides non-liés. Nous avons essayé
d’annuler le signal de diffusion de ces especes le mieux possible : c’est le sens
de la préparation d’échantillons « a I'identique » dans lesquels la protéine a été
extraite via une séparation des phases aqueuses et organiques.

Ces échantillons, supposés représentatifs de la préparation « moins » la pro-
téine, nous ont servi lors de la détermination du point d’annulation du contraste.
Toutefois, méme réalisée a ce point, la mesure reste imprécise, pour trois raisons
principales :

— les échantillons « a I'identique » ne sont pas parfaits : ils contiennent encore
un peu de protéine d’une part ; une petite partie du détergent et des lipides
liés a probablement été éliminée d’autre part,

— il y a un large exces de détergent et de lipides : le ratio massique entre ces
especes et la protéine est grand, et une petite erreur sur le contraste va se
traduire par une contribution non négligeable de ces especes,

— le mélange au point d’annulation des contrastes est soumis a ’erreur habi-
tuelle de pipetage. Cette derniére source d’imprécision n’est pas spécifique
de cette expérience, contrairement aux deux autres.

On apprend dans la littérature qu’une erreur de 1% sur le contraste conduit
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a une incertitude de 10% sur la valeur de la masse particulaire [Jacrot et Zaccail
1981]. Si les erreurs, dans notre cas précis, sont difficiles & quantifier une & une,
gardons pour la suite une grande prudence en interprétant les valeurs numériques
de rayon de giration ou de masse.

Autour du rayon de giration Avec le modele cristallographique de bAACI,
on peut calculer un rayon de giration théorique de la protéine monomérique
(20,4 + 0,3 A, Iécart-type correspond & différentes fagons de réaliser le cal-
cul, par exemple en incluant ou non les lipides structuraux), de la protéine
dimérique (304 + 1 A, ici I’écart-type correspond aux différents modeles di-
mériques utilisés). On peut également calculer R, pour un complexe protéique
protéine—détergent. En effet, méme au matching point, le rayon de giration me-
suré en diffusion de neutrons rend compte de la particule dans son ensemble et
non de la seule protéine.

Dans ce cas nous n’avons pas utilisé le modele atomique mais plutot une
représentation géométrique simplifiée du complexe membranaire. La protéine
est représentée par un cylindre, entouré par un cylindre plus large et moins
haut qui représente la couronne de détergent. Les détails géométriques sont

donnés dans la figure

Si les dimensions de la protéine sont connues pour un tel modele, la taille
de la couronne de détergent est un parametre a déterminer. Nous en avons une
idée indirecte a I’aide des expériences d’ultracentrifugation analytique, a travers
le ratio Upides-détergent “ve patin B est compris dans intervalle [1; 2,2] g/g. Le
protéine / / . / !
rayon de la couronne de détergent est donné par la solution de I’équation :

B-mp—md:B-g—@ (2.22)
Up Vd

Dans cette expression seul V; dépend de la taille de la couronne de détergent,
les autres parametres sont connus. On connait en effet ¥, = 0,741 mL.g™! et 04
= 1mL.g™!, B et le volume V, de la protéine.

Les valeurs acceptables du rayon r; de la couronne sont dans 'intervalle [28;
36] A si Pon fixe sa hauteur hg = 28 A. C’est la hauteur de la zone hydrophobe
de la surface extérieure, d’apres la structure (calcul sur le site OPME). Cette
valeur est relativement arbitraire, le rayon sert alors de variable d’ajustement, ce
qui explique les valeurs élevées trouvées. Elles sont significativement supérieures
a la longueur d’'une molécule de Lapao vue dans le modele cristallographique,
d’environ 17 A.

Il faut également noter que les rayons de giration R, obtenus sont sensibles
aux valeurs de densités de longueur de diffusion, injectées dans le modele, pour
la protéine, les chaines aliphatiques du détergent, les tétes polaires et le solvant.
Son expression s’écrit :

11 lopm.phar.umich.edu/protein.php?pdbid=1okc
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Ry = \/7f YVAA[)/()ES dfr (2.23)

On integre cette expression en coordonnées cyclindriques, en séparant les
termes pour la protéine, pour les chaines aliphatiques et pour les tétes polaires,
pour obtenir :

hp he(ré—rs) h3(r2—rd) )

Tﬁ hgr?, hi(rf—rﬁ) he(ri—rt
App( 2 +T)+Ap0( 2 + 3 )"_Apt( (2 )+ 3

R =
9 Apphpr2 + Apche(r2 —r2) + Apihe(r? —r2)

(2.24)
ou Ap est la différence de densité de longueur de diffusion entre une espéce
et le solvant, h et r les hauteurs et rayons, et ou les especes sont indicées par
leurs initiales, p pour la protéine, ¢ pour les chaines carbonées du détergent, ¢
pour leurs tétes polaires.
Les valeurs que j’ai utilisées sont les suivantes :

) 1074 ¢m A=3  Origine

Pp 1,88 Séquence protéique et fraction de D2O
dans le tampon

Ptéte 0,748 ou 0,72  Valeurs pour le LDAO ou le Triton

X100 [Timmins et al., [1994al

Pchaine  -0,392 ou 0,385  Valeurs pour le LDAO ou le Triton
X100

Psolvant 0,483 ou -0,56  Valeurs pour ’eau ou pour un mélange
au matching point

A ces parameétres s’ajoutent les parametres géométriques, c’est-a-dire le rayon
et la hauteur du cylindre protéique, choisis de telle sorte que le R, en ’absence
de détergent soit de 20,4 A, en cohérence avec le modele atomique. Ces valeurs
different sensiblement de la hauteur et du rayon mesurés sur ce méme modéle{E

Le graphique de la figure 2.19) montre les courbes du rayon de giration en
fonction du rayon de la couronne de détergent. On voit que la courbe corres-
pondant au LDAO dans un solvant & 15% DO diverge rapidement. Par contre
pour les trois autres courbes, on observe un comportement commun ou Ry est
lentement croissant avec le rayon de la couronne de détergent. Dans la zone
correspondant & la quantité de détergent 1ié, déterminée en AUC, les valeurs de
R, sont dans l'intervalle [32; 44] A. Pour un dimére, cet intervalle est [35; 45]
A.

2on utilise le couple (rp;hp) = (22, 23) alors qu’on mesure (rp;hp) = (29, 40)! 11 faut

toutefois garder & ’esprit que la protéine comporte une grande cavité.
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Nos résultats sont compatibles avec un modéle monomérique mi-
cellaire simple bAAC1-détergent ou la protéine lie une quantité de
détergent proche de 1,5 g/g telle que déterminée par ultracentrifuga-
tion analytique. Ils ne pas compatibles avec un modele dimérique.

70



Etat oligomérique de ’AAC

LDAO, 15% D20
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FiG. 2.19 — Rayon de giration pour un modéle monomérique bAAC1-
détergent. La protéine est représentée par un cylindre (bleu) de rayon r, et de hau-
teur hp. Le volume de détergent est représenté par une couronne (verte) de largeur
variable r; et de hauteur 28 A, ce qui correspond & la hauteur de la zone hydrophobe
de la protéine. Les densités de longueur de diffusion pour les chaines aliphatiques et
les tétes polaires sont celles du LDAO ou du Triton X100 [Timmins et al., [1994a). Le
rayon de giration Ry est représenté en fonction de r; (& droite). Sur ce graphe figurent
aussi les valeurs expérimentales de Ry sous forme de zones beiges, et les valeurs de
ry acceptables connaissant le ratio détergent/protéine dans nos échantillons grace a
I'ultracentrifugation.

71



Etat oligomérique de ’AAC

Autour de la masse d’une particule Ecrivons de nouveau la relation [2.19]:

cM, T fTs _
1(0) = 2 {55 - (i — )5

Cette relation donne acces a la masse de la particule des que 1’on connait I(0).
Outre des facteurs géométriques et la concentration de la protéine, on y trouve
le terme (>_b; — psﬁ)f] c’est-a-dire I'exces massique de longueur de diffusion de
la particule par rapport au solvant.

Si nos expériences sont réalisées & un point de contraste légerement décalé
par rapport au matching point, la contribution a ce terme des molécules de dé-
tergent et de lipides ne va plus étre nulle. Et donc suivant que I'on considére une
particule uniquement protéique, ou une particule contenant également du déter-
gent, ce terme prend des valeurs différentes et influe sur la masse de particule
calculée (attention la concentration ¢ change également, puisqu’il s’agit de la
concentration massique en particule). J’ai essayé de quantifier cette influence,
mais on ne peut vraisemblablement le faire que quand la perturbation intro-
duite par la prise en compte du détergent est petite. Pour un complexe comme
le notre, liant aux alentours de 1,5 g de détergent par gramme de protéine, il
ne s’agit plus d'une petite perturbation et la valeur de M, n’a tout simplement
plus de sens physique.
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2.4 Que nous disent les cristaux ?

Contrairement aux deux autres sections expérimentales de ce chapitre, celle
qui commence ici n’est pas uniquement centrée sur ’oligomérie du transporteur
d’ADP et d’ATP. Nos résultats de cristallographie concernent la forme cristal-
line centrée du complexe bAAC1-CATR. Dans des conditions de force ionique
minimale lors de la purification, nous avons obtenu de nouveaux cristaux avec
une maille réduite. Ceux-ci nous permettent de décrire des interfaces d’interac-
tions possibles entre protéines, dans I’empilement cristallin. Cette description
accompagnée d’une discussion quant a leur validité justifie 'appartenance au
chapitre traitant de 1’oligomérie. Toutefois, I'analyse structurale des lipides qui
participent a ces interfaces présente un intérét en soi qui dépasse ce cadre strict.

2.4.1 De la membrane au modele cristallographique
2.4.1.1 Des mitochondries a la goutte de cristallisation

L’ensemble des échantillons d’AAC que j’ai utilisés sont produits dans le
laboratoire de Gérard Brandolin (laboratoire BBSI-IRTSV, UMR CEA-CNRS-
UJF 5092). Cette équipe développe depuis plus de vingt-cing ans une expertise
biochimique des mitochondries et de ’AAC. J’ai utilisé des mitochondries conge-
lées provenant de coeur de beeuf. A cause du principe de précaution appliqué
aux produits bovins, les contraintes sanitaires de préparation de mitochondries
de coeur de beeuf sont fortes. Elles empéchent aujourd’hui de disposer d’organes
de bétes adultes, et les préparations les plus récentes ont été réalisées a par-
tir d’animaux de moins de deux ans. Ces préparations de mitochondries sont
effectuées par Gérard Brandolin et son équipﬂ

La purification de bAAC1 a partir des mitochondries de cceur se déroule
typiquement en cing étapes lorsqu’on souhaite obtenir des cristaux (voir aussi

I’annexe page [157)).

Inhibition — solubilisation Le matériel de départ est généralement 25 ou
50 mg de protéines mitochondriales totales. Les billes congelées de mitochondries
(BHM, acronyme de Beef Heart Mitochondria) sont diluées & 10 mg/mL dans
0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 7,3 et incubées 5 minutes sur
glace. L’ajout de 2% m/v Lapao, et une incubation de 5 minutes sur glace,
permettent la solubilisation de la protéine.

Si 'on souhaite inhiber le transporteur, le milieu initial contient alors 20 M
CATR, ou 100 uM ATR, ou parfois 1 mM ATP. Il ne s’agit plus dans ce dernier
cas d’inhibition, mais on peut imaginer qu’en ’absence d’inhibiteur, ’ajout de
nucléotides permet de retarder la dénaturation de la protéine. 1 mM ATP sont
alors systématiquement présents dans les tampons successifs.

Purification Les mitochondries solubilisées sont déposées sur une résine d’hy-
droxylapatite (HTP) (1 mL de résine décantée pour 2 mg de protéines totales)

130n peut par exemple en trouver le protocole dans la these de C. Dahout-Gonzalez.
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préalablement équilibrée dans 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH
7,3 et 0,05% m/v Lapao. La protéine bAAC1 traverse par gravité la résine, elle
est éluée immédiatement apres le volume mort. On collecte une fraction de 12
a 25 mL correspondant au maximum de l'absorption a 280 nm. L’allure de la
courbe d’absorption est variable, elle présente souvent une épaule a gauche du
pic principal.

La fraction obtenue est pure a un degré acceptable ; elle est néanmoins conta-
minée par une molécule absorbante de nature inconnue, vraisemblablement en
partie hydrophobe (on le voit par exemple lors des expériences de centrifugation
analytique ou de gradient de saccarose). La concentration de la protéine est
approximativement ¢, = 0,1 mg/mL.

Changement de milieu Afin de séparer la protéine des petites molécules
résiduelles provenant des mitochondries et de modifier le milieu, la fraction pré-
cédente est déposée sur une résine AcA202, qui réalise une chromatographie
d’exclusion de taille grossiere mais rapide. La résine est préalablement équili-
brée dans le tampon (P), (C) ou (Csel,)E Ces tampons permettent d’obtenir
respectivement la forme primitive, centrée, et centrée avec maille réduite des
cristaux.

Il est souvent nécessaire, suivant le volume de la colonne de AcA202, de
concentrer préalablement la fraction issue de la chromatographie HTP. Cette
concentration est réalisée & 4°C sur une cellule Amicon de 50 mL contenant une
membrane avec un seuil de coupure a 30 kDa.

En sortie de chromatographie AcA202, la fraction exclue correspondant aux
especes de haute masse moléculaire est récupérée (environ 12 mL). La concen-
tration de la protéine est approximativement ¢, = 0,07 mg/mL.

Diminution de la concentration en détergent La fraction précédente est
incubée en présence de 100 mg de Biobeads par milligramme de protéine pure,
pendant 2 heures, a 4°C et sous agitation axiale. Les Biobeads sont conser-
vées a 4°C et pesées directement sans traitement préalable au méthanol. Cette
incubation permet de réduire la quantité de détergent; sa mise au point fut
une étape cruciale de I'obtention de bon cristaux diffractants [Dahout-Gonzalez
et al.l [2003]. Un exces de Biobeads conduit & la précipitation de la protéine lors
de la concentration.

Concentration La protéine est concentrée a 4°C et 4000 g sur un dispositif
de type Centricon ou Millipore (avec un seuil de coupure & 30 kDa) jusqu’a
atteindre une concentration comprise entre 5 et 10 mg/mL.

14(P) : 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HC1 pH 7,3, 1 mM EDTA (C) : 5 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI pH 7,3, 1 mM EDTA; (Cgei—) : 5 mM Tris-HCI pH 7,3, 1 mM EDTA. Tous trois
contiennent également 0,05% m/v Lapao.
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2.4.1.2 Autour des cristaux

Conditions de cristallisation Les premieres pistes cristallines ont été obte-
nues en présence d’alcools tels que le tert-butanol (employé entre 15% et 25%),
l'isopropanol (de 25 & 30%) ou le 2-methyl-2,4-pentanediol (MPD) (de 28 a
32%).

Le précipitant qui permet d’obtenir des cristaux de bonne qualité du com-
plexe bAAC1-CATR est la Jeffamine M-600. Suivant la concentration et le lot
protéique, on 'utilise & une concentration de 27% & 32% dans le puit, qui contient
également 100 mM d’un tampon de pH compris entre 6 et 8 (Cacodylate pH
6,0, Hepes pH 7,0, Tris pH 8,0). On rajoute en outre de 10 & 100 mM de sulfate
de nickel (c’est le sel le plus favorable pour les cristaux de type centrés). Si 'on
souhaite obtenir des cristaux de forme primitive, les additifs ioniques adéquats
sont de 5 a 20 mM de citrate de sodium, de 10 a 50 mM de chlorure de césium,
de 10 a 100 mM d’arsenite ou d’arseniate de sodium.

Le parameétre temps Les cristaux poussent a 20°C sur la nuit, ou en 2 jours.
Ils se dégradent le plus souvent dans la semaine qui suit. Cette dégradation est
visible aux dentelures qui apparaissent sur leurs arétes. Le délai avant cristallisa-
tion a une influence certaine : les essais sont en général réalisés le jour méme de
la purification, parfois en deux temps. On réalise par exemple une boite de test
le jour méme pour déterminer la concentration de précipitant la plus adaptée au
lot, puis le lendemain des essais plus extensifs en utilisant cette concentration.
Apres quelques jours a 4°C, la protéine cristallise moins bien.

La protéine congelée dans I’azote liquide, conservée a -80°C puis décongelée
rapidement conserve la capacité de cristalliser. On peut encore observer les va-
riations de fluorescence intrinseque apres congélation d’une protéine non inhibée.
J’ai souvent congelé mes préparations protéiques, notamment lorsque j’utilisais
le robot nanogoutte Cartesian du CIBB. Nous n’avons néanmoins pas de recul
sur la qualité des cristaux ainsi obtenus, puisqu’aucun des enregistrements de
données a partir de cristaux « congelés » n’a été effectué sur un lot donnant une
bonne diffraction.

Allures des gouttes et de cristaux Les cristaux présentent des formes di-
verses, qui ont toutes en commun une faible épaisseur. On observe des baguettes,
des plaques, des trapezes, des pointes de fleches. Les cristaux poussent souvent
au sein d’un précipité granuleux occupant une large partie centrale de la goutte,
et on constate une disparition du précipité autour d’eux. On trouve souvent de
petits cristaux plaqués contre le bord de la goutte.

Les cristaux présentent en général leur grande surface a I'observation, c’est-a-
dire que ’anisotropie de leur forme correspond & ’anisotropie de la goutte. Cette
orientation préférentielle peut étre modifiée en présence d’'un champ magnétique
(voir page .

L’effet d’orientation semble moindre dans les nanogouttes, dont la forme est
presque parfaitement demi-sphérique (M. Roever, communication personnelle),
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bien qu’il puisse d’agir d’une impression causée par le faible nombre de cristaux
dans une nanogoutte.

Manipulation des cristaux Le précipité qui englobe les cristaux possede des
propriétés mécaniques. Lors de la péche, il arrive fréquemment qu’une partie des
autres cristaux ou cristallites se déplacent dans la goutte avec le mouvement de
la boucle. Néanmoins, ce précipité se désagreége facilement au contact, et il suffit
de le toucher en quelques endroits autour du cristal pour en faciliter la péche.
On agit de méme lorsqu’on souhaite dégager un cristal d’une « grappe ». Nos
cristaux n’ont pas besoin de cryoprotectant. Une fois recueillis dans une boucle
ils sont donc trempés directement dans 1’azote liquide.

Reproductibilité - qualité des cristaux Il n’y a pas de relation entre la
taille et la qualité des cristaux, et la relation est ténue entre leur forme et la
qualité (ceux qui semblent plus épais sont en général meilleurs). Par contre il
existe une relation nette bien qu’impossible a prévoir entre le lot protéique et
la qualité des cristaux. Tous les cristaux ayant permis d’enregistrer des données
utilisables proviennent de seulement trois lots de protéines. Ces trois prépara-
tions sont réparties sur plus de cinqg ans. Rien dans la purification particuliere
de ces trois lots n’explique pourquoi les cristaux étaient aussi bons — ou tous
les autres aussi mauvais. Cette variabilité doit donc trouver sa source dans les
détails expérimentaux difficiles & quantifier. La diffraction d’un cristal du tout
venant est généralement au mieux de 3 &4 4 A.

2.4.1.3 Des cristaux au modele atomique

Le formalisme et les équations fondamentales de la cristallographie sont pré-
sentés en annexe page 160

Enregistrement des données, obtention des facteurs de structure Nous
avons enregistré plusieurs jeux de données sur les lignes BM30A et ID14 de
ESRF a partir de deux cristaux du complexe bAAC-CATR purifié a faible
force ionique. Deux jeux de qualité comparable ont été traités indépendamment
jusqu’a la construction des trois cardio-lipides entourant la protéine dans la
carte de densité. Seules les statistiques du meilleur jeu sont présentées, dans le
tableau

Les taches de diffraction ont été intégrées et réduites avec les programmes
Denzo et Scalepack, puis avec les programmes de la suite CCPJ4. Le modele
initial a été obtenu par translation et rotation du modele atomique lokc pour
les atomes de la protéine et de I'inhibiteur pour atteindre la position de la forme
cristalline centrée.

Affinement L’affinement du modele est réalisé par des cycles successifs de
minimisation d’énergie avec le programme CNS, et de construction manuelle du
modele avec le logiciel O. Dans notre cas, avec la qualité des données utilisées,
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Enregistrement
Longueur d’onde (A) 0,979
Détecteur MarCCD
Distance cristal-détecteur (mm) 200
Temps d’exposition (s) 60
Rotation par image (°) 1
Nombre d’image 140
Cristal
Groupe d’espace C2224
Parametres de maille (A) (a; b; ¢)=(76,25; 110,75; 89,55)
Statistiques de diffraction
Résolution (A) 25-2,8
Complétude (%) 99,9 (99,9)
<IJo> 4,0 (1,1)
Roym (%) 10,8 (56,4)
Statistiques d’affinement
Nombre de réflections uniques 8976
Nombre de réflections exclues (calcul de Ryree) 459
Rcrist (%) 25
Rfree (%) 28,1
Nombres d’atomes (H exclus) 2515

TAB. 2.8 — Récapitulatif de I’enregistrement et du traitement des données
du complexe bAAC1-CATR. Les nombres entre parentheses concernent la derniere

tranche de résolution entre 2,88 et 2,8 A. Les facteurs cristallographiques sont calculés

>(i gy Hi(h)=<I(h)>| | Fobs (W) —Fegie. (h
en prenant Roym = =4 'J)Z(i,ﬂ T;(h) et Rerisy = £ ih,(szsm)l L
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on ne peut pas espérer de grosses améliorations ni du modele ni des statistiques
par Daffinement dans l’espace réciproque, et l'affinement réside surtout dans
la juste interprétation des cartes de densité électronique autour des lipides. Il
faut construire soigneusement et au mieux les chaines aliphatiques. L’affinement
indépendant de deux jeux de données permet de s’assurer que la carte de densité
n’a pas été surinterprétée par I'opérateur.

Le modele final comprend la chaine polypeptidique du résidu 1 a 293 de
bAACI, une molécule de CATR et 3 cardiolipides dans 'unité asymétrique. Les
facteurs de températures sont élevés au niveau du N-terminus de la protéine,
et pour les lipides Les positions des atomes de la chaine polypeptidique et de
I'inhibiteur sont trés proches de celles du modele Iokc, la déviation moyenne
entre les deux structures est de 0,56 A. Les différences sont localisées au ni-
veau de l'extrémité N-terminale et des boucles, notamment C2 et M3 qui sont
impliquées dans les contacts cristallins entre couches dans la forme centrée.

2.4.2 Analyse des empilements cristallins
2.4.2.1 Description de ’empilement

La figure [2:20] montre les empilement cristallins dans les deux formes €222,
(celle qui nous intéresse ici) et P272;2. Les deux cristaux sont organisés en
couches superposées au sein desquelles les protéines sont orientées comme dans
une membrane biologique. Dans les cristaux de forme centrée, on ne trouve des
molécules adjacentes alignées que le long de I'axe c. Pour les deux autres axes,
les protéines sont en quinconce (voir le panneau du haut, dans la direction a,
puis noter dans le panneau du bas que la rangée centrale de protéine est a
Parriere-plan de celles du haut et du bas).

2.4.2.2 Anisotropie des données

La premiere intuition, connaissant la forme de plaques des cristaux avec
une épaisseur moindre par rapport aux deux autres dimensions, et connaissant
I’empilement cristallin formé de couches empilées, pourrait étre d’imaginer une
direction b* plus faible que les deux autres du point de vue de la diffraction.

Or comme on peut le voir sur le graphique de la figure les données de
diffraction sont de meilleure qualité dans la direction c* que selon a* et b*, ou
elles sont équivalentes. C’est donc en fait une des directions du plan défini par
(a*,b*) qui est défaillante.

Ce n’est pas illogique en terme de contacts cristallins, puisque nous avons
vu qu’il existe des rangées de molécules alignées dans la direction c, tandis
que dans les directions a et b les molécules sont en quinconce. On ne peut pas
quantitativement « projeter » les contacts cristallins sur les différents axes, mais

on comprend qualitativement que I’empilement est moins contraint dans le plan
(a* b*).
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2.4.2.3 Pourquoi exclure les voisins téte-beches ?

Le transporteur d’ADP et d’ATP possede six hélices transmembranaires et
ses extrémités N et C se trouvent dans I’espace intermembranaire (IMS). Cette
solide assertion se base sur la structure, qui présente un nombre pair d’hélices et
implique la localisation commune des extrémités. A ma connaissance, il existe
deux types d’expériences qui montrent que l'insertion de la protéine dans la
membrane mitochondriale expose les extrémités a I'IMS. Le premier est direct,
il localise par immunochimie le N-terminus dans I'IMS, dans la conformation
inhibée par le CATR [Brandolin et al., [1989]. Le deuxieme est indirect : ce sont
les expériences de liaison d’inhibiteurs et de profils de protéolyses qui montrent
une asymétrie, conséquence d’une insertion unique dans la membrane.

L’existence de protéines membranaires de topologie duale, capable de s’in-
sérer dans les deux sens possibles dans leur membrane native, a été récemment
démontrée |[Rapp et al) 2006, 2007]. Les candidats & la dualité possedent en
commun un faible biais arginine-lysine, c’est-a-dire que le nombre de résidus
chargés positivement dans les boucles extra-membranaires est le méme des deux
cOtés de la membrane. La mutation d’un unique résidu chargé de telles protéines
peut alors permettre de réorienter son insertion.

Dans le cas de bAACI, le biais arginine-lysine est de treize; une insertion
duale est peu probable. La proximité de protéines d’orientation opposées, acco-
lées dans les cristaux, n’apporte pas d’information sur I’état oligomérique. Nous
nous limiterons donc & décrire les seules interfaces entre protéines orientées dans
le méme sens dans I’empilement cristallin.

2.4.2.4 Description des interfaces

Les monomeres A, B et C (figure[2.20)) sont placés & des distances compatibles
avec une interaction. Le tableau ci-dessous regroupe les caractéristiques de ces
interactions ; une illustration en est donnée par la figure [2.22

Interface A-B A-C
Surface d’interaction (A2) 446 76
Surface d’interaction lipides exclus (A2) 132 53
Cardiolipide impliqué CDL801 CDL800
Résidus impliqués Kb51; K267 K9; 1293

(contacts directs)

TAB. 2.9 — Interactions entre monomeres voisins. Les surfaces d’interaction sont
calculées avec le programme naccess.

Interface entre A et B Les deux cardiolipides CDL801 sont lovés I'un contre
I’autre : les chaines acyles issues du phosphate B viennent s’intercaler entre les
chaines du cardiolipides de I’autre monomere. Il y a un contact protéique direct
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Visualisation des couches
présentes dans les cristaux

Vue selon l'axe cristallographique
parallele a l'axe de la protéine
(c'est-a-dire la normale 4 la mem-
brane)
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F1a. 2.20 - Empilements des molécules dans les deux formes cristallines. Les
protéines sont colorées en bleu (IMS « vers le haut ») et rouge (matrice « vers le haut »).
A gauche ’empilement dans la forme centrée, a droite dans la forme primitive. En haut
les vues sont perpendiculaire a ’axe confondu avec ’axe du cylindre — ou la normale
a la membrane par extension. En bas une vue parallele a cet axe. Les orientations des
plans représentés sont données pour la forme centrée, et représentée sur la maille au
centre de la figure (plan rouge en haut, plan bleu en bas).
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8 Résolution (A) s1e

F1a. 2.21 — Anisotropie des données de diffraction. Les trois courbes repré-
sentent la moyenne des facteurs de structure selon chaque direction de ’espace réci-
proque, normalisée par la déviation standard, en fonction de la résolution. On observe
une meilleure diffraction (des valeurs plus fortes) dans la direction a* que dans les
deux autres directions.

entre I'azote de K2674 et 'oxygene de la chaine principale de K517 (et vice
versa, & cause de la symétrie). Les boucles C2 se font face.

Interface entre A et C Au niveau de cette interface les protéines sont globa-
lement plus éloignées qu’au niveau de 'interface A-B. Il y a un contact protéique
direct entre I'azote de K94 et I'oxygene de la chaine principale de 12935, Ce
sont donc les extrémités N- et C-terminales qui se font face.

2.4.2.5 Quelle pertinence biologique pour les interfaces dans les cris-
taux ?

La surface latérale de la protéine L’analyse de la surface de la protéine
au niveau des zones de contact vues dans les cristaux peut aider & identifier
si elles ont un sens biologique. Pour effectuer cette analyse on peut construire
des indicateurs de pertinence des interfaces qui se basent sur 'ampleur de la
surface impliquée dans le contact et/ou sur sa conservation, en suivant l’esprit
du travail de [Valdar et Thornton| [2001].

Ces auteurs examinent des interfaces cristallines de protéines solubles, et uti-
lisent la bioinformatique pour élaborer un indicateur de leur caractere artéfac-
tuel ou non. En substance, ils affirment que la concomittance d’une importante
surface d’interaction et d’une assez bonne conservation est un bon indicateur de
la pertinence biologique. Cependant sont relevés des cas de contacts pertinents
peu importants et peu conservés.
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Fi1G. 2.22 — Interactions entre monomeéres voisins. Les protéines A et B, A et
C sont représentées vues dans le plan de la membrane (en haut) et depuis la matrice
(en bas). Les protéines sont représentées en rubans et surface transparente, les lipides
en gris, batons et surface transparente.
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La surface d’interaction est faible pour les interfaces entre A et B, plus
encore entre A et C. Néanmoins le cas des protéines membranaires est sans
doute particulier vis-a-vis de ce parametre, puisque la contrainte de diffusion
dans I'espace bidimensionnel de la bicouche favorise la formation d’oligomeres
(voir la page [26)).

On peut également examiner la surface latérale de la protéine en terme de
conservation. Pour cela on sélectionne I’ensemble des acides aminés qui ré-
pondent aux deux critéres : étre exposés au solvant, étre exposés majoritaire-
ment sur cette surface latérale. Il est alors possible d’examiner la conservation
de cette surface en fonction de 'endroit ot I'on se place (figure b), de la po-
sition verticale dans la membrane (figure a), ou encore comparer la surface
latérale a la cavité, a la zone placée entre les monomeres A et B, etc. .. (figure
EZ3e)

Le but d’un tel examen est de faire ressortir, si elle existe, une zone parti-
culiere de la surface latérale, qui pourrait ne pas avoir été repérée par I’examen
manuel du modele cristallin. Cet examen peut étre mené avec d’autres para-
metres pour chaque résidu : 'exposition au solvant, le volume du résidﬂ (ces
deux derniers ne sont pas représentés sur la figure).

Aucun des indicateurs examinés ne fait ressortir comme particuliere une
quelconque zone du pourtour de la protéine. On voit sur le panneau (a) que
la conservation n’est pas plus forte au niveau du feuillet interne auquel appar-
tiennent les cardiolipides structuraux dans la sous-famille des AAC; c’est par
contre le cas si on compare l'ensemble de la MCF. Le panneau (b) montre
qu’il n’y a pas de variations significatives de la conservation le long de la surface
latérale ; les zones se trouvant « derriere » les cardiolipides ne présentent pas
une meilleure conservation. Le panneau (c) permet de comparer la conservation
des différents sous-ensemble de résidus exposés de la protéine. On note que la
conservation moyenne de la surface latérale est du méme ordre que celle pour
toute la protéine, que la conservation de la zone entre les monomeres A et B est
plus faible que cette moyenne. Celle de la zone entre A et C est supérieure a la
moyenne.

Bien que cela ne soit pas 'objet de notre discussion il est particulierement
intéressant de noter la forte conservation des résidus non exposés au solvant, qui
ont comme autre particularité de se situer dans un intervalle étroit en hauteur
selon la direction orthogonale & la membrane (voir également le paragraphe
Mécanisme de transport page [147)).

Nos indicateurs doivent étre considérés comme semi-quantitatifs : la sélec-
tion des résidus appartenant a la surface latérale est soumise & l'appréciation
de Vopérateur, parfois les cardinaux des ensembles sur lesquels les moyennes
sont calculées sont petits, et les écart-types importants. Néanmoins 1’absence
de spécificité, quelle que soit la propriété observée, d’une zone quelconque de la
surface latérale, dans la conformation inhibée par le CATR, est un argument en
faveur de ’aspect artéfactuel des interfaces que nous observons.

15Ce dernier peut étre intéressant dans la mesure ot la présence de résidus de petit volume
favorise le rapprochement entre hélices, et peut donc intervenir dans des interfaces.
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Dans un article publié en 2005 (Nury et al. [2005]@: Structural basis for lipid-
mediated interactions between mitochondrial ADP/ATP carrier monomers, nous
décrivions nos résultats de cristallographie obtenus avec le complexe bAACI1-
CATR purifié a faible force ionique.

Nous y expliquions que l'interface entre les monomeres A et B était com-
patible avec les expériences décrites dans la littérature, celles de microscopie
électronique [Kunji et Harding), [2003] et de pontage des résidus cystéines |Ha-
shimoto et all [1999] notamment. Dans le méme temps, nous réaffirmions la
nécessité de données expérimentales supplémentaires pour asseoir la réalité bio-
logique de l'interface décrite.

Toutefois le coceur du travail expérimental qui y est rapporté a trait aux
cardiolipides vus dans la densité électronique. Nous revenons sur ’analyse de
ces lipides dans la section ci-dessous.

2.4.3 Les cardiolipides liés a la protéine
2.4.3.1 Les lipides des complexes membranaires

Le couplage entre protéines membranaires et lipides est intime Les
protéines membranaires sont insérées dans des bicouches lipidiques qui ne consti-
tuent pas seulement une matrice hydrophobe uniforme. Les interactions entre
protéines et lipides sont étroites et souvent spécifiques. En effet, ces interactions
doivent permettre les réarrangements structuraux qui accompagnent la
fonction de nombreuses protéines (par exemple la CaT-ATPase ou le cyto-
chrome bc1) tout en gardant intact I'imperméabilité et la sélectivité de
la membrane.

Diverses indications de I'importance de ce couplage peuvent étre citées. La
premiere couche de lipides qui entourent une protéine peut présenter une mobi-
lité restreinte [Marsh et Horvathl [1998|. Des domaines lipidiques de composition
particuliere —les « rafts » — sont le lieu de résidence de protéines spécifiques. Le
type de lipides présent dans une membrane peut influer sur l'activité des pro-
téines présentes [Dowhanl 1997].

Assemblage, stabilité et fonction Les lipides peuvent influer sur le replie-
ment, le maintien de la structure, et I’activité des protéines membranaires.

Tout d’abord, la présence de phosphatidylethanolamine est nécessaire au
bon repliement de LacY, comme le montre 1’étude de son assemblage chez des
souches de E. coli dépourvues de ce lipide [Bogdanov et Dowhan| [1998|. De
méme le contenu en lipides anioniques peut moduler le sens de 'insertion de
mutants de la leader peptidase |[van Klompenburg et al., [1997].

Ensuite, il a été proposé que la particularité des lipides des archaebacté-
rie assure une plus grande stabilité aux complexes membranaires comme la
bactériorhodospine, dans une gamme étendue de température ou de pH |[Pomer-
leau et al., [1995] ; participant & la survie en conditions extrémes. En I’absence
de lipides le cytochrome bc! perd conjointement sa fonction et son organisation

16Cet article est placé a la fin du texte du manuscrit.
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oligomérique [Schigger et al.l [1990]. Les lipides liés & la protéine pourraient éga-
lement diminuer le « mismatch » hydrophobe en adaptant localement 1’épaisseur
de la membrane [quelle référence ?].

Enfin, et ce dernier point peut étre couplé a ’assemblage ou a la stabilité,
il existe des exemples nombreux de modulation de P’activité des protéines
membranaires par les lipides. Citons entre autres la bactériorhodopsine [Epand,
1998], la calcium ATPase [Lee| [1998], la cytochrome C oxidase [Pfeiffer et al.l
2003], les transporteurs mitochondriaux de citrate |Giudetti et all 2002|, de
phosphate [Kadenbach et all 1982, d’ADP et d’ATP [Hoffmann et al., [1994].

Etude du couplage protéine—lipides en membrane, en micelles, dans
les cristaux Les études en membrane native, qui utilisent une souche mu-
tante incapable de produire un lipide particulier, permettent de mesurer ’acti-
vité d’une protéine dans son environnement naturel [Bogdanov et Dowhanl, {1998
Jiang et al. [2000]. Cependant leur interprétation est toujours complexe : par
exemple I’absence de cardiolipides dans la mitochondrie peut influer de plusieurs
facons sur le transport d’ADP.

Les travaux en systémes reconstitués sont complémentaires des précé-
dents, car ils présentent ’avantage de s’intéresser a une protéine pure, placée
dans un milieu contrélé. Toutefois la purification réalisée au préalable doit per-
mettre de conserver 'activité et la stabilité de la protéine.

En effet, les conditions de manipulation des complexes membranaires en
solution, notamment la présence ou l’ajout de lipides, conditionnent leur état
fonctionnel. Ainsi I’ajout de lipides est nécessaire pour maintenir l'activité du
cytochrome b6f solubilisé en Hécameg |Pierre et al.l [1995] ; addition de phos-
phatidylcholine réactive le PSII solubilisé en Triton X100 |[Ruan et al.l 2002] ;
la stabilité du transporteur d’ATP inhibé par ’ATR, (mais pas par le CATR)
dépend du rapport entre protéine et lipides [Beyer et Klingenberg), [1985|.

Une fois les protéines solubilisées, purifiées et cristallisées, la position des
lipides organisés visibles dans les cartes de densité électronique peut apporter des
informations sur le(s) role(s) qu'ils jouent. Les nombreuses structures possédant
des lipides associé@ permettent de définir un éventail de ces roles, qui vont du
positionnement vertical adéquat au maintien de ’oligomérie en passant par une
participation & la fonction (pour revue voir [Palsdottir et Hunte| [2004]).

2.4.3.2 Les cardiolipides : une particularité mitochondriale ?

Les cardiolipides (CDL) sont des « doubles » phospholipides, qui possedent
deux groupements phosphates reliés par un glycérol, et quatre chaines alipha-
tiques.

Si ’on trouve des cardiolipides dans la plupart des membranes biologiques,
leur importance est particuliere dans les membranes internes de mitochondries
(qui contiennent de 10% & 20% de CDL). Le phénotype d’une souche de E.
coli mutante ne produisant pas de cardiolipides est proche du phénotype de la

17Une liste en est disponible sur le web & I'adresse sb20.Ibl.gov/lipids.html
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souche sauvage. A 'inverse, de nombreuses protéines mitochondriales présentent
une activité CDL-dépendante, et les levures dépourvues de ces lipides montrent
diverses déficiences [quelle référence ?].

Cardiolipides et transporteur d’ADP et dA’ATP Des 1985, Beyer iden-
tifie la liaison forte de six molécules de cardiolipides par dimere d’AAC [Beyer
et Klingenberg), [1985], difficiles & détacher, et qui disparaissent si la protéine
est dénaturée. Une dizaine d’années plus tard, le groupe de Beyer publie un
article intéressant qui rapporte la modulation de la fixation d’'un composé fluo-
rescent sur la cystéine 56 via I'ajout de cardiolipides [Beyer et Nuscher| |1996].
Lors de 'ajout d’ADP au complexe AAC-ATR solubilisé en Triton X100, les au-
teurs observent la fixation d’un composé fluorescent (le N-(1pyrenyl)maleimide
ou PYM) sur C56 qui devient accessible. La vitesse de fixation du PYM ainsi
que le taux de fixation avant ajout d’ADP sont modulés par les cardiolipides.
La présence de cardiolipides ralentit fortement la vitesse de fixation du PYM.
Elle diminue la fixation préalable a ’ajout d’ADP, potentiellement corrélée & un
mauvais repliement (figure [2:24). Cet effet est spécifique des cardiolipides, il est
perdu lorsque le pont reliant les groupements phosphate est digéré.
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F1a. 2.24 — Influence des cardiolipides sur la fixation du PYM. Cette figure,
reprise de Beyer et Nuscher| [1996] montre la dépendance de la vitesse initiale de fixation
du PYM sur PAAC. Les symboles ouverts correspondent & la présence d’un exces de
BA, les symboles fermés a une préparation sans inhibiteur. L’insert, plus intéressant
que les courbes, représente la trace de fluorescence obtenue apres ajout de PYM sans
cardiolipides (A), avec un ratio molaire de 46 (B) ou de 139 (C).

Bien qu’une souche de levure dépourvue de cardiolipides conserve la capacité
de croitre sur une source de carbone non fermentescible [Jiang et al., [1997],
Pactivité de 'AAC est dans ce cas inférieure & 1/5 de Pactivité de la protéine de
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la souche sauvage [Jiang et al.,[2000]. De plus lactivité des mutants C73S, K1791
et K182I de scAAC2 est strictement dépendante de la présence de cardiolipides
lorsque mesurée en liposomes [Hoffmann et al.| [1994].

La présence de cardiolipides permet d’autre part une augmentation de ’ac-
tivité du transporteur de phosphate, et évite sa dénaturation lors de la solu-
bilisation en Triton X100 |[Kadenbach et al., |1982]; le transporteur de citrate
d’anguille, dont les mitochondries sont enrichies en cardiolipides, est plus actif
que son homologue chez le rat |Giudetti et al., [2002].

2.4.3.3 Trois cardiolipides entourent ’AAC

Dans toute la suite, les cardiolipides sont représentés en orange, vert et
bleu pour les CDL800, 801 et 802 respectivement. La conformation des trois
cardiolipides qui entourent bAAC1 est illustré par la figure[2:25] Les interactions
de ces lipides avec la protéine sont montrées par la figure [2.26] et récapitulées

par la figure

Le cardiolipide CDL800 Les groupements phosphates de ce cardiolipide
inter-agissent avec les atomes d’azote de la chaine principale des résidus L156,
G157 et N158 pour le premier, de G72 et L74 pour le second (figure[2.26]a). Dans
la forme cristalline primitive, ce lipide est replié sur lui-méme, et seul ces deux
derniers résidus inter-agissent avec le phosphate. Les positions et la définition
des chaines acyles sont également largement différentes entre les deux formes
cristalline : une seule chaine recourbée est visible dans la forme primitive. Il y
a une interaction de stacking entre le résidu W70 et une des chaines acyles du
lipide.

Le cardiolipide CDL801 Les groupements phosphate de ce cardiolipide
inter-agissent avec les atomes d’azote de la chaine principale des résidus de
153 et I54 pour le premier, de G272, A273, W274 et S275 pour le second (figure
b). Il y a une interaction de stacking entre une des chaines acyles du lipide
et le résidu F270. Une autre chaine forme une liaison hydrogene avec ’azote
indole de W274.

Le cardiolipide CDL802 Ce lipide est peu défini dans la forme primitive,
et il adopte une conformation différente de celle vue dans la forme centrée.
Les groupements phosphate inter-agissent avec les atomes d’azote de la chaine
principale des résidus de T252 et G253 pour le premier, de N177 pour le second
(figure[2.26]c). Il y a une interaction de stacking entre le résidu Y173 et une des
chaines acyles du lipide.
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CDL800 CDLS801

F1G. 2.26 — Interactions des cardiolipides avec la protéine. Les cardiolipides
sont représentés en orange, vert et bleu pour les CDL800, 801 et 802 respectivement.
Les atomes de phosphore, d’oxygene, et de carbone portent des couleurs différentes.
Les principaux résidus interagissant avec les lipides sont représentés par des batonnets.
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Principales interactions entre la protéine
et les cardiolipides

Superposition des trois cardiolipides
de la forme C222

Alignement des trois domaines homologues de la séquence de bAAC1
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F1a. 2.27 — Cardiolipides et pseudo-symétrie interne.

Les cardiolipides et la pseudo-symétrie interne On peut voir sur la figure
[2:27 que les cardiolipides interagissent notamment avec des résidus similaires de
chacun des trois domaines de bAAC1. Ils occupent des positions obéissant a
la pseudo-symétrie d’ordre trois, et leurs parties polaires sont superposables.
Les chaines aliphatiques par contre présentent des conformations différentes.
Le cardiolipide CDLS801 est de loin le mieux défini dans les cartes de densité
électronique ; ses chaines sont moins étendues que celles des deux autres lipides.

2.4.3.4 Quel(s) role(s) pour les cardiolipides de ’AAC?

Dans un article de 2005 [Nury et all [2005], nous avons évoqué trois rdles

possibles pour les cardiolipides : participer a une interface de dimérisa-
tion et au dialogue entre monomeres ; assurer une meilleure stabilité
structurale du complexe ; accompagner les changements de conforma-

tions.
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Stabilisation des structures tertiaires Proximité de CDL801 et de résidus importants

Monomére B

ADP (docking)

Fi1G. 2.28 — Quels réles peut-on imaginer pour le CDL801 a partir de la
structure ? Le panneau de gauche montre le role d’agrafe entre des élements de
structure secondaires que joue les cardiolipides (ici le CDL801). Le panneau de droite
montre la position particuliere du CDL801, et les résidus qui ’entourent. L’éventuelle
implication de ce cardiolipides dans le mécanisme de transport est discutée a la fin du
manuscrit.
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Dimérisation. Nous avons vu qu’il n’y a pas d’indicateurs clairs de pertinence
pour les interfaces dimériques des cristaux. Les interfaces décrites sont possibles
plus que plausible; toutefois cela ne signifie pas que les cardiolipides n’inter-
viennent pas dans un dialogue éventuel entre monomeres. Dans la membrane,
si deux molécules d’AAC se trouvent cote-a-cote et cooperent, si un cardio-
lipide accompagne les mouvements protéiques, il serait étonnant qu’il ne soit
pas impliqué dans la coopération. Il faut garder a ’esprit que les cardiolipides
couvrent la protéine sur plus de la moitié de sa surface au niveau du feuillet in-
terne. Néanmoins, tant que I'oligomérie en membrane ne sera pas connue, cette
participation au dialogue restera hypothétique.

Stabilité structurale. Les cardiolipides « agrafent » le début des hélices
transmembranaires paires et les petits segments hélicaux matriciels (ﬁgure.
En cela ils participent a la stabilité du complexe. Ce role de stabilisation conforte
les résultats de la biochimie qui témoignent d’une meilleure activité de trans-
port en présence de cardiolipides, pour des protéines mutantes ou destabilisées
pendant la purification [Hoffmann et all [1994] Beyer et Klingenberg} [1985].

Role fonctionnel. Enfin, en regroupant données biochimiques et structurales,
on peut dessiner I’ébauche d’un mécanisme de transport dans lequel les cardioli-
pides jouent un role fonctionnel d’accompagnement. Comme cette ébauche reste
largement hypothétique, je I'ai placée dans la section Mécanisme de transport
du dernier chapitre, page [[47]
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2.5 Discussion

Nous avons passé en revue ’abondante littérature qui argumente en faveur
d’une organisation dimérique du transporteur d’ADP et d’ATP. Nous avons
ensuite présenté des expériences biophysiques de caractérisation de 1’état oligo-
mérique, puis nos résultats de cristallographie.

Ce que disent les expériences biophysiques Les résultats de l'ultracen-
trifugation analytique montrent que bAAC1 est un monomere en solution. Ces
résultats sont appuyés par des expériences récentes de chromatographie par ex-
clusion de taille et de sédimentation a I’équilibre, qui mettent en évidence un
monomere de scAAC2 et scAAC3 dans différents détergents |[Bamber et al.l
20006]. Par contre, nos résultats sont en désaccord avec ceux obtenus au début
des années 1980 dans le groupe de Klingenberg |[Hackenberg et Klingenberg,
1980, [Lin et al.; [1980]. Si on analyse les profils de sédimentation présentés dans
la figure 6 de Hackenberg et Klingenberg] [1980], on note que la raideur du front
pour le complexe protéine-lipides—détergent est moindre que celle du front pour
la micelle de détergent. Le complexe protéique est vraisemblablement plus gros
que la micelle, et devrait donc présenter un front plus raide (car D «x 1/Rpy
d’apres la relation Stokes-Einstein). Est-il possible que ce front corresponde a
un mélange d’especes non résolues ?

Nos expériences de diffusion de neutrons, conduites avec des échantillons
monomériques donnent des résultats proches de ceux obtenus par [Block et al.
[1982]. Toutefois les conclusions sont opposées. Tout en mettant ’accent sur
I'incertitude qui entache la détermination du point de contraste, nous montrons
I’accord possible des données avec un modele monomérique, tandis que |Block
et al. [1982] concluent que la protéine est dimérique.

Il y a de fortes similitudes entre la conduite des expériences de diffusion de
neutrons de Block et des notres. Les deux utilisent la protéine bovine inhibée par
le CATR, solubilisée en Lapao. Les méthodes de purification sont identiques, a
I’exception de l'incubation en présence de Biobeads. En 1982 le point d’annula-
tion du contraste est déterminé avec une solution de Lapao & 4%, il est de 10%
D50. Nous utilisons un extrait de membrane mitochondriale solubilisé en Lapao
(environ 12%), quasi dénué de protéine, et déterminons un matching point de
15% environ. Les valeurs de rayon de giration (30 A environ dans les deux cas)
sont identiques, alors que celles de masse particulaire (entre 56 kDa et 61 kDa
pour Block, et entre 40 et 47 kDa pour nous) sont différentes.

Dans notre cas, la détermination de matching point pose probléeme a cause
de la complexité du mélange qui contient beaucoup de lipides et de détergent. Ce
méme probleme, plus aigu encore en ’absence de traitement par Biobeads, devait
exister en 1982. Nous avons vus que si ’on se place légerement a coté du matching
point, alors le détergent lié intervenait dans le calcul de la masse a partir de 1(0)
— rendant non pertinente la valeur calculée. Nous avons également vu qu'un
rayon de giration de 30 A était compatible avec un complexe monomérique liant

94



Etat oligomérique de ’AAC

environ 1,5 g/g de détergent. Enfin I'ultracentrifugation nous permet de savoir
que notre protéine est monomérique.

L’ensemble de ces arguments permet de conclure a une interprétation erronée
des résultats de [Block et all [1982]. On ne peut donc pas s’appuyer sur cette
expérience pour défendre un modele dimérique.

Il est intéressant de remarquer la spécificité de la longue étude des transpor-
teurs mitochondriaux. Nous avons étudié 1'oligomérie a ’aide de techniques déja
employées pour ce systéme au moment de ma naissance. Lorsque des expériences
contradictoires sont séparées par plus de vingt ans, il peut étre difficile de les
comparer. Depuis les années 1980, les appareils comme les outils sous-jacents ont
progressé. Par exemple, on peut aujourd’hui obtenir ab initio 'enveloppe d’une
protéine a partir de données de diffusion aux petits angles, grace aux dévelop-
pements du groupe de D. Svergun; les programmes de P. Schulk permettent la
modélisation conjointe d’expériences de diffusion de lumiere, d’ultracentrifuga-
tion. ..

Il faut également veiller a ne pas réinterpréter une querelle des classiques et
des modernes. Pour un « petit nouveau », il est plus facile de bien connaitre les
travaux récents, ceux qui mettent en relief le questionnement quant au dimere,
que d’avoir une vue claire de I'impressionnante masse de travaux accumulés
depuis les années 1970 qui le supportent.

Ce que disent les expériences de liaison des inhibiteurs Un argument
fort en faveur d’une organisation dimérique est la stoechiométrie de liaison du
CATR, mesurée dans les années 1970 |Riccio et al.| [1975b]. Il faut moitié moins
de CATR que de protéine pour inhiber totalement le transport. La valeur de
cette stoechométrie dépend de la concentration protéique mesurée. Celle-ci est
obtenue apres solubilisation par un dosage colorimétrique de Lowry, qui n’est
pas toujours en accord avec la microanalyse en acides aminés.

La stoechiométrie 2 :1 de liaison du BA est régulierement décrite comme
démontrée par des travaux de |Aquila et al.| [1978]. Toutefois les auteurs de
cet article insistent sur la difficulté de quantifier la fixation spécifique de ce
composé lipophile. Des quantités équivalentes de CATR et de BA sont fixées en
I’absence d’ADP et sans extraction de Brij; par contre en présence d’ADP et
apres extraction de Brij il est possible de fixer quatre fois plus de BA que de
CATR pour une méme quantité de protéine.

La courbe de saturation du CATR présente une forme sigmoidale [Vignais
et al., [1971] caractéristique d’une coopérativité entre plusieurs sites de liaison
par unité fonctionnelle. Or sur la base de la structure il est difficile d’imagi-
ner plusieurs sites CATR par monomere. Cette coopérativité plaide donc pour
une organisation supramoléculaire. Notons que si ’'on combine coopérativité et
steechiométrie 2 :1, alors 'oligomere requis est un minimum un tétramere.

La présence de nucléotides augmente le nombre total de sites de fixation pour
les deux classes d’inhibiteurs (voir [Vignais et al.|[1973] pour le CATR et |Aquila
et al.| [1978] pour le BA). Il peut s’agir d’'un phénomene de démasquage (avec
un site secondaire pour le nucléotide) ou d’un phénomene d’interconversion, qui
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implique alors une dynamique de ’assemblage oligomérique.

Ce que disent les chimeéres dimériques La fusion de deux geénes codant
pour ’AAC permet de restaurer la croissance d’une souche de levure dépour-
vue d’AAC endogene [Trézéguet et all) 2000]. Deux transporteurs sont donc
capables de fonctionner cote-a-cote. De plus la sensibilité des hétérochimeres
AAC-PiC aux inhibiteurs spécifiques des deux transporteurs [Postis et al.| [2005]
montre une interaction entre « sous-unités ». Pour expliquer cette interaction
dans le cadre d’'un modele dimérique, les auteurs proposent une dynamique de
lassociation/dissociation des AAC. L’étude de la biogenese des transporteurs
mitochondriaux aboutit également & une proposition d’association dynamique

[Dyall et al., |2003].

Ce que dit la structure La structure du transporteur bovin bAAC1 en com-
plexe avec le CATR est celle d'un monomere. Dans les cristaux de forme centrée,
obtenus apres purification a faible force ionique, les cardiolipides structuraux
sont mieux définis, et séparent des monomeres adjacents de méme orientation.
Dans un article récent, Bamber et al.|[2006] affirment qu'un dimeére ne peut faire
intervenir uniquement les cardiolipides au niveau de l'interface. L’argument est
qu’il est nécessaire qu’interviennent des liaisons protéine-protéine spécifiques
pour différencier les transporteurs MCF entre eux. Toutefois, les cardiolipides
occupent plus de la moitié de la surface latérale de la protéine au niveau du
feuillet interne. Il est donc difficile d’imaginer un assemblage supramoléculaire
qui ne fasse pas intervenir ces lipides.

Une organisation fragile Nous avons vu que la bAAC1 est monomérique en
solution ; nous avons relevé les indices d’une organisation supramoléculaire. Si
cette organisation existe, elle est suffisamment faible pour ne pas étre mise en
évidence en présence de détergent et de sels a assez haute concentration.

Les protéines membranaires abondantes sont souvent organisées en zones
denses au sein des membranes biologiques (un exemple récent est 1’organisation
de VDAC dans la membrane externe mitochondriale, Goncalves et al.| [2007]).

Une organisation dense de ’AAC dans la membrane interne des mitochon-
dries permettrait d’expliquer la plupart des expériences d’oligomérie. Une telle
organisation n’implique pas forcément de collaboration fonctionnelle, bien que
des changements de conformations coordonnés puissent étre favorables. De telles
zones sont souvent pauvres en lipides. Nous avons toutefois passé en revue les
arguments en faveur d’un couplage structural et fonctionnel de 'AAC et des car-
diolipides (voir aussi & partir de la page page , et je pense que ce couplage
serait conservé dans une organisation dense.
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Chapitre 3

Vers la structure d’une
autre conformation

S’il n’existe pas de méthode générale, rapide ou toujours couronnée de succes
pour obtenir une structure de protéine membranaire, quelques balises jalonnent
cependant le chemin qui mene de la protéine en membrane au cristal diffractant.
La stabilisation d’une conformation protéique & ’aide d’un substrat et le bon
controle du complexe protéine—lipides—détergent sont deux de ces jalons.

Le mécanisme du transport d’ADP et d’ATP, bien qu’on puisse espérer 1’en-
trevoir par une approche de dynamique moléculaire sur la base de la struc-
ture existante, ne sera pas compris dans sa globalité avant qu’au moins une
autre conformation du transporteur soit connue a I’échelle atomique. Ce cha-
pitre aborde quelques problémes posés par la recherche de cette autre conforma-
tion. Il rapporte les tentatives —pour le moment infructueuses— que nous avons
réalisées pour y répondre.

3.1 Beaucoup de détergent et de lipides

3.1.1 Un mélange complexe

Le contréle des constituants d’un complexe membranaire est parfois
primordial Pour d’assez nombreux systemes, le type, la quantité de lipides et
de détergent exercent une influence déterminante sur la cristallisation. Ainsi la
lactose perméase de E. coli cristallise sous trois formes différentes en fonction de
la quantité de phospholipides qui lui sont associés [Guan et al., 2006]. Si le ratio
lipides—protéine est inférieur a 8, les cristaux sont hexagonaux et diffractent a
5 A, s’il est compris entre 9 et 16 les cristaux sont tétragonaux et diffractent
a 26 A, enfin s’il est compris entre 18 et 25 les cristaux sont orthorhombiques
et diffractent & 3 A. Le transporteur de glycérol phosphate de FE. coli ne donne
des cristaux isotropes intéressants que dans un mélange de DDM et de Ci2Eg
de stoechiométrie précise 2,5 :1 [Lemieux et al. 2003].
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La diminution de moitié de la concentration en détergent a été une des étapes
cruciales de la résolution de structure du complexe bAAC1-CATR [Dahout-
Gonzalez et al. [2003].

Un mélange complexe Le dosage du détergent en utilisant du Lapao ra-
dioactif, et le dosage des lipides par la quantification du phosphore, permettent
de déterminer un ratio protéine-lipides—détergent dans la solution utilisée pour
la cristallisation. Ce rapport est d’environ 1 :170 :1000 en nombre de moles.
De nombreux lipides et beaucoup de détergent sont donc co-purifiés, et accom-
pagnent la protéine de sa solubilisation & la concentration finale.

Le mélange final est donc complexe et le controle exercé sur ce mélange est
difficile, ce que reflete le fait que peu de préparations donnent de bons cristaux.
Tous les jeux de données utilisables pour la résolution de structure, depuis le
début du travail sur ’AAC au laboratoire, ont été enregistrés avec des cristaux
issus de seulement trois lots de purification!

Des constituants difficiles a séparer Un unique pic d’élution avec un épau-
lement est obtenu lors du passage de la préparation protéique sur une colonne
de chromatographie par exclusion de taille (figure . Apres dépdt sur un
gradient de densité, les constituants ne sont correctement séparés qu’avec une
longue durée de centrifugation.

Chromatographie d'exclusion de taille Superdex200 Chromatographie Ultrogel AcA

250

200 1

150 | b |

100 | b

Absorbance a 280 nm

50 1

Volume d'élution Volume d'élution

F1a. 3.1 — Chromatographie d’exclusion de taille du complexe bAAC1. A
gauche le profil d’élution du complexe protéique —et des espeéces co-purifiées— sur une
colonne analytique Superdex200. A droite la chromatographie préparative sur colone
Ultrogel AcA du méme échantillon. Dans les deux cas, on observe un pic d’élution
unique contenant les micelles protéiques et celles dépourvues de protéine.

Les propriétés hydrodynamiques des complexes protéine—détergent et des
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micelles qui ne contiennent pas d’AAC sont donc proches. La comparaison des
rayons de particules obtenus en ultracentrifugation analytique, par la diffusion
de neutrons ou par la diffusion dynamique de lumiere nous le confirme.

Ainsi le rayon hydrodynamique obtenu pour le complexe protéique est de
3842 A en AUC, alors que celui calculé pour des micelles de Lapao pures est
de 31 A La diffusion des neutrons est compatible avec un rayon de giration de
31£2 A; des mesures de diffusion de lumiére (appareil du laboratoire DynaPro
de Protein Solutions) donnent un rayon de giration de 28 & 32 A pour la micelle
de Lapao, et de 37 a 39 A pour les particules dans la solution protéique avant
cristallisation. Attention toutefois de garder en téte que ces valeurs ne sont pas
comparables directement d’une technique a l'autre.

3.1.2 Quelle stratégie adopter ?

Le probleme de I’instabilité en 1’absence de substrat L’AAC solubilisé
est instable lorsque sa conformation n’est pas bloquée par un inhibiteur. Par
exemple, les changements de fluorescence intrinseque lors de ’ajout d’inhibiteurs
ne sont plus observables avec une préparation de plus de quelques heures. De
plus, lors d’un essai de purification de la protéine en I'absence de CATR, ajouté
seulement dans les gouttes de cristallisation, nous avons obtenu —au mieux— de
vilains cristaux qui ne diffractent pas.

Il manque une chromatographie d’affinité pour ’AAC bovine On peut
décrire la chromatographie d’hydroxylapatite, qui permet de séparer ’AAC des
autres protéines mitochondriales, comme une méthode de purification inversée.
Tous les « contaminants » sont retenus par la résine et seule 'AAC est éluée.
Il n’existe pas de résine de chromatographie qui permette la rétention de la
protéine. Les résines commerciales vendues pour lier les protéines ayant I’ATP
comme substrat ne sont pas utiles pour bAAC1 (par exemple mes essais avec
les résines ATP-Binders de Novagerﬂ BlueCartridge de Biorad ou HiTrap blue
de GE lifescience ont été infructueux).

La chromatographie d’affinité est bien str accessible aux protéines recombi-
nantes produites chez la levure ou en bactérie, qui peuvent étre munies d’'une
étiquette appropriée. Le systeme bovin garde toutefois le double avantage de
labondance et d’une conformation initiale correcte (contrairement & la produc-
tion en bactérie).

Une double utilité pour un ligand ou un partenaire protéique L’em-
ploi d’un ligand ou d’un partenaire convenablement modifié peut permettre de
résoudre & la fois le probleme de la stabilité, par le bloquage d’une conformation,
et le probléme du controle de I'environnement, en permettant ’ancrage sur une
résine de chromatographie.

111 s’agit d’une résine Sépharose fonctionnalisée avec un ATP par I'intermédiaire d’une
chaine & 10 carbones reliée a son phosphate ~.

99



Vers la structure d’une autre conformation

Ancrage avec un ligand modifié Les atractylosides sont des composés na-
turels. Leur ancrage sur une résine sans perte d’affinité passe par la fonctionna-
lisation au niveau de 1’alcool primaire du glucose (figure page . Il n’existe
a ma connaissance qu’'un unique travail décrivant la synthese d’une telle résine
succynil-ATR-amino-sepharose [Vignais et al.;{1979]. Or, lors de la synthese, il y
a compétition entre ’alcool primaire et ’alcool secondaire, puis lors du couplage
au motif aminé, entre le carboxylate du succinyl et celui de ’ATR. De plus la
liaison ester d’ancrage reste légerement labile en milieu aqueux. Le couplage
strictement controlé d’un actractyloside a une résine via ’alcool primaire est
un probleme de chimie compliqué, long, incertain (L. Lebeau, communication
personnelle). Une alternative plus abordable pourrait étre le couplage via l’acide
carboxylique ; néanmoins celui-ci joue un role dans l'interaction avec la protéine.

Nous avons envisagé 1'usage de nucléotides modifiés connus pour se fixer
sur le transporteur (par exemple le naphtoyl-ADP ou un ADP cagé) lors de la
cristallisation. Il n’est pas économiquement possible de réaliser la purification
avec de tels nucléotides. En effet leur affinité pour PAAC est faible, et il faut
donc que tous les tampons contiennent de l'ordre de 1 mM de ces composés,
souvent tres chers. Néanmoins, si on dispose du moyen d’échanger un substrat
pour un autre, on peut imaginer, par exemple, une purification en présence
d’ATR qui serait échangé pour un nucléotide modifié & la fin.

Afin de ne pas diminuer l'affinité —déja faible pour un usage en chromato-
graphie— d’un nucléotide modifié pour ’AAC, il convient de le greffer sur une
résine en position 2’ ou 3’ du sucre (voir la ﬁgure?a la page. Divers dérivés
commerciaux de nucléosides sur ces positions sont disponibles (par exemple chez
Trilink Biotechnologies). Leur couplage avec une résine de type Ultrogel Aca via
un bras hydrosoluble de taille bien choisie semble possible. Quelques discussions
ont eu lieu avec des chimistes disposant de I’expertise nécessaire dans le domaine
des nucléotiodes modifiés.

Utilisation de partenaires protéiques Le role de TAAC dans ’apoptose
est débattu. Les défenseurs de son implication dans la transition de perméabilité
lui attribuent des partenaires protéiques. L’affinité entre ’AAC et certains de
ces partenaires est évaluée autour du nanomolaire (voir la page . Sur cette
base, le détournement de I'interaction entre 'AAC et un de ses partenaires a
des fins de purification est une idée plausible, et méme séduisante.

Nous nous sommes donc engagés sur cette piste, parce que nous disposions
des compétences pour la parcourir, et parce que les perspectives en cas de succes
nous semblaient tres intéressantes.

Néanmoins, avant de rendre compte des essais d’interaction entre PAAC et
les deux partenaires que nous avons utilisés (la cyclophiline D d’une part, et
Vpr d’autre part), il convient de rapporter une série d’essais rapides qui n’ont
pas été poursuivis faute de temps et concernent la préparation des échantillons
de protéine. C’est I'objet de la prochaine section.

100



Vers la structure d’une autre conformation

3.1.3 Essais divers autour de la séparation des constituants
du mélange

3.1.3.1 Séparation de I’exceés de détergent par gradient de densité

La migration dans un gradient en concentration de saccarose a parfois été
utilisée pour la préparation d’échantillons d’AAC. Ces échantillons étaient des-
tinés & l'ultracentrifugation analytique [Hackenberg et Klingenberg), [1980] ou a
I'analyse des cardiolipides [Beyer et Klingenberg) [1985] [Hoffmann et al., [1994].

Nous avons préparé des gradients par congélation, par superposition de
couches de densités différentes, et a ’aide d’'un mélangeur commercial. Dans
notre cas ces méthodes donnent des résultats équivalents, c’est la derniere que
nous avons employée systématiquement apres les premiers essais. Des gradients
de 2% & 20% de saccarose sont bien adaptés & notre complexe protéique. Le
tampon est généralement celui de la chromatographie AcA (voir page .

La figure [3.3] illustre les résultats de la séparation du complexe protéique
d’avec l'exces de détergent et de lipides. On constate que la protéine se com-
porte de maniere nettement différente en fonction du détergent présent dans
le gradient. Ces différences de comportement pourraient ouvrir la porte a de
nouvelles pistes de cristallisation (figure .

Il est important de noter la durée inhabituelle de centrifugation de la protéine
déposée sur gradient de saccarose. En effet, une centrifugation a 100000 g toute
la nuit ne suffit pas & séparer les micelles protéiques de celles ne contenant pas
d’AAC. Les parametres hydrodynamiques mesurés en ultracentrifugation analy-
tique explique cette « mauvaise » séparation : le complexe protéique sédimente
faiblement.

F1G. 3.2 — Pistes cristallines en sortie de gradient de saccarose. Un échantillon similaire aux fractions du fond
du tube de la figure suivante (panneau de gauche) a été soumis & un test de cristallisation. Parmis les quelques six cents
conditions testées, on obtient des pistes cristallines. (a) 0,01 M sulfate de zinc, 25% PEG-MME 550 dans un tampon Mes
pH 6,5 (b) 0,01 M chlorure de magnésium, 4 M chlorure de lithium dans un tampon Hepes pH 7 (¢) 0,2 M chlorure de
calcium, 14% PEG 400 dans un tampon Hepes pH 7,5. Enfin, (d) correspond & un échantillon du haut du gradient, avec
beaucoup de lipides et de détergent mais presque pas de protéine. On observe alors parfois des objets organisés biréfringents

en présence de PEG.
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F1G. 3.3 — Migration du complexe bAAC1 dans un gradient de saccarose. A
gauche on peut voir la bonne séparation entre le complexe protéique et les lipides (et
le détergent) surnuméraires. La courbe rouge donne la concentration approximative en
lipides dans chaque fraction : les lipides restent a la surface du gradient tandis que la
protéine descend au fond. Le pic d’absorbance vers la surface est dii & un contaminant
inconnu qui absorbe & 280 nm. A droite on peut voir leffet du détergent sur la ré-
partition dans le gradient des complexes protéiques. Les différences sont grandes entre
Lapao, C12E8 et DDM. A noter la différence entre le gradient Lapao de gauche et
celui de droite, qui reflete des conditions expérimentales certes légérement différentes,
mais aussi une variabilité intrinseque de nos préparations.
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3.1.3.2 Utilisation d’amphipols

Les amphipols sont des molécules tensio-actives non détergentes, des poly-
meres amphipiles, capables de maintenir en solution les protéines membranaires.
(pour revue voir [Popot et al., |2003], et pour les diverses applications : main-
tien en solution [Prata et al. 2001], stabilisation [Picard et al., [2006], aide au
repliment [Pocanschi et al., [2006], etc. .. )

Nous avons testé 'influence de I'ajout d’amphipols sur le comportement de
bAACI. Ces tests sont nés d’une question double : peuvent-ils jouer un role de
stabilisation de la protéine ? Peuvent-ils servir d’ancres —non spécifiques— pour
la retenir sur une résine et permettre le controle de son environnement ? Ils ont
été possibles en collaboration avec Jean-Luc Popot (IBPC), qui a fourni matériel
et conseils, et grace a Fabrice Guisti (IBPC) qui a préparé 'amphipol A8-35 et
son homologue biotinylé.

Une stabilisation en présence d’amphipols ? L’attachement multipoints
d’une molécule d’amphipol sur une protéine membranaire peut étre a ’origine
d’un effet de stabilisation d’une conformation, par exemple dans le cas de la
calcium—ATPase |Champeil et al., [2000] [Picard et al 2006]. Cette stabilisation
est imagée sous le nom « d’effet Gulliver ». Nous avons vu que les conforma-
tions inhibées de I’AAC se caractérisent par des états différents de fluorescence
intrinseque. Les changements de fluorescence observables en détergent sont to-
talement supprimés par un ajout d’amphipols (4 g par gramme de protéine)

(figure 3.4).
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Fi1c. 3.4 — La présence d’amphipols supprime les changements de fluorescence intrinséque lors de 1’ajout
d’ADP ou de CATR. A gauche (a) un tracé des variations de fluoresence intrinseéque de la littérature [Brandolin et al.
1993|. Nous observons des changements qualitativement semblables avec notre échantillon (en sortie de chromatographie
AcA) en (c). Si on ajoute de amphipol en (b) et (d), on n’observe plus aprés ajout de variation de fluorescence. Les
mesures sont faites avec une excitation & 297 nm et un enregistrement & 345 nm dans le tampon AcA en présence de 0,75%
de glycérol. Les ajouts sont de 5 uL I’ATP ou de CATR & 1 mM et de 4 g d’amphipol en poudre par gramme de protéine.
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On ne peut pas tirer de conclusions d’expériences aussi préliminaires. Tout au
plus peut-on émettre deux hypotheses. La plus positive imagine que I’absence de
variations de fluorescence indique une stabilisation de la (des) conformation(s)
des protéines en solution. La plus négative envisage une destabilisation de la
protéine qui aboutit & un comportement semblable & celui d’une préparation qui
attend trop longtemps & 4°C (trop longtemps signifiant ici une demi-journée).

Rétention sur colonne grace & un amphipol biotinylé Avec un amphipol
biotinylé, il est possible de retenir bAAC1 sur une résine Streptactine (IBA) tout
comme sur une surface Biacore fonctionnalisée avec la streptavidine (figure|3.5)).
La quantité de protéine immobilisée sur la résine dépend fortement du temps
d’incubation avec les amphipols; et I’élution doit étre optimisée. Toutefois cette
approche semble prometteuse et mériterait d’étre explorée.

(a) 30 minutes d'incubation 24 heures d'incubation

| |

contrdle  NR 4 Lavages 1% DDM NR 4 Lavages 1% DDM  Résine
(b)

NaCl 1M
a ~ 200RU|

0,05% DDM

) /I%DDM

/\/F——//___

Injection de bAACI + amphipol biotine Fixation totale bAAC-APol : 370 RU
| [ B N Décrochage avec DDM : 180 RU
FiG. 3.5 — Rétention d’un complexe protéine—amphipol biotinylé sur billes de streptactine et surface

Biacore. (a) Un gel d’électrophorése montre la rétention d’une partie de la protéine sur une résine Streptactine en
présence d’amphipol biotinylé (4 g/g ). Une incubation de 30 minutes a lieu; le mélange est ensuite incubé 30 minutes
ou 24 heures avec de la résine streptactine (200 uL de résine pour 0,1 mg de protéine). Apres un lavage extensif dans
quatre fois 2 mL de tampon, I’élution de la protéine est provoquée par un lavage dans 1% DDM. On observe bien la
fixation de protéine sur la résine : 1. la piste NR pour non retenu est moins intense que la piste controle et 2. le dépot
de billes montre de la protéine fixée. Cette fixation est meilleure avec un grand temps d’incubation. L’élution est faible :
une part importante de la protéine reste fixée au support. Elle n’est pas améliorée en doublant la quantité de détergent ou
en employant le Lapao (non montré). (b) Fixation du complexe bAAC1-amphipol biotinylé sur une surface recouverte de
streptavidine, mesurée en résonance plasmonique de surface. Les injections successives permettent d’observer une fixation
du complexe. Apres injection de DDM on a un décrochage partiel. L’injection de sel est une erreur.
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3.2 Utilisation de partenaires protéiques

3.2.1 La cyclophiline D et VPR

Présentation de la cyclophiline D Les cyclophilines forment une famille
ubiquitaire de protéines qui catalysent l'isomérisation cis—trans du lien pep-
tidylproline. Elles interviendraient dans le repliement des nouvelles protéines
|Galat], [1993]. 11 existe un inhibiteur puissant de l’activité isomérase qui agit &
des concentrations de I'ordre de 1 nM : la cyclosporine A. La cyclophiline D est
le membre de cette famille présent dans la matrice mitochondriale. C’est une
protéine soluble de 178 acides aminés.

Interaction de ’AAC avec la cyclophiline D Des travaux indépendants
du groupe de Halestrap [Woodfield et al., [1998] et de Ward |[Crompton et al.)
1998| décrivent la mise en évidence directe de I'interaction entre la cyclophiline D
et le transporteur d’ADP et d’ATP. Dans les deux cas, I’approche est identique :
la cyclophiline D de rat est clonée puis exprimée avec une étiquette GST dans
E. coli. Une fois la protéine fixée sur un support chromatographique, un extrait
mitochondrial de foie de rat est appliqué. Apres lavage, la cyclophiline D est
éluée, et la fraction d’élution analysée sur gel d’électrophorese.

Les deux groupes identifient 'AAC dans cette fraction d’élution par immu-
nodétection, ce qui constitue une preuve directe de l'interaction avec la cyclo-
philine. Cette interaction est diminuée de 4/5 en présence de CATR et de 2/3
en présence de BA [Woodfield et al., [1998]. Les uns détectent également VDAC
[Crompton et al., [1998|, les autres non [Woodfield et al.| [1998].

« L’efficacité » de la purification de ’AAC ainsi réalisée n’est pas quantifiée,
mais la référence [Woodfield et al., [1998] montre un gel d’électrophorese coloré
a largent qui permet d’imaginer des applications comme la notre.

Présentation de Vpr Vpr est une petite protéine du virus HIV, de 96 acides
aminés (14 kDa). On la trouve dans le sérum des individus séropositifs et dans
la particule virale. Vpr participerait au transfert du complexe de préintégration
dans le noyau de la cellule hote et permettrait 'arrét du cycle cellulaire des
lymphocytes infectés. Cette protéine peut traverser les membranes biologiques.

Interaction de ’AAC avec Vpr L’induction de dysfonctionnements mito-
chondriaux et de ’apoptose par Vpr a d’abord été suggérée a partir de travaux
sur des lymphocytes CD4" humains présentant une chute du potentiel membra-
naire mitochondrial et une fragmentation de I’ADN apres mise en contact avec
la protéine virale.

Ensuite, une série d’articles du groupe de Kroemer [Ferri et al., 2000] [Jacotot
et al., |2001] en collaboration avec le groupe de Roques [Sabbah et al. [2006]
propose l'interaction directe de Vpr avec ’'AAC. Ces travaux impliquent force
techniques différentes, la rétention de ’AAC sur une résine fonctionnalisée avec
Vpr et la résonance plasmonique de surface en sont deux piliers.
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Les auteurs identifient le peptide 71-82 de Vpr comme responsable de I'inter-
action, avec une affinité évaluée a 1 nM, tandis que le segment 90-118 de ’AAC
de rat serait celui sur lequel se fixe le peptide.

Le role des effecteurs de ’AAC est mis en avant : le BA nuirait a 'interaction
alors que I’ATR la favoriserait.

3.2.2 Production et purification de la cyclophiline D bo-
vine

Le clonage de la cyclophiline D bovine a été réalisé avec ’aide de Anne-
Marie Di Guilmi. C’est finalement la protéine humaine avec laquelle nous avons
conduit les essais d’interaction. En effet, les constructions réalisées avec la pro-
téine bovine n’ont pas permis d’obtenir de cyclophiline D pure et correctement
repliée.

La lecture de cette section n’est donc pas nécessaire a la compréhension de
la suite. Je présente néanmoins les étapes du clonage et de la purification de
la protéine bovine pour permettre de comprendre pourquoi nous nous sommes
« rabattus » sur la protéine humaine.

3.2.2.1 Constructions réalisées (protocole page (162]

Nous avons acheté la cyclophiline D bovine & RZPD, qui est un fournisseur
allemand, sous forme d’un insert contenu dans le vecteur pCMV-sport6. Le sé-
quengage de cet ADN commercial met en évidence quatre mutations par rapport
a la séquence théorique. Ces quatre mutations sont une substitution silencieuse
et trois délétions. Ces dernieres sont opportunément placées dans la méme zone
codant pour les douze derniers résidus de la protéine.

Deux ADNc (codant pour la protéine entiere et tronquée en N-ter respec-
tivement) ont été obtenus par PCR en utilisant le vecteur commercial comme
matrice. Il a été long et difficile de réaliser cette amplification. Deux PCR suc-
cessives (ou une unique incluant alors quatre amorces en quantités différentes)
permettent : 1. de corriger les délétions coté 3’, 2. d’ajouter les extrémités co-
hésives LICEI spécifiques des vecteurs de destination et 3. d’ajouter la séquence
codant pour un site de coupure a la TEV en 5.

Apres préparation, par traitement avec I’ADN-polymérase T4, des inserts et
des vecteurs pLIM ou pLx06 qui portent des séquences codant pour une étiquette
histidine et GST respectivement, une hybridation suivie d’une transformation
de souches DH5«v a permis d’obtenir trois constructions (figure

3.2.2.2 Expression dans E. coli

Apres transformation d’une souche BL21(DE3) de E. coli, qui permet 1'ex-
pression de la T'7 polymérase et donc des protéines sous controle du promoteur

2Acronyme de Ligation Independant Cloning [Aslanidis et de Jong} [1990], un systéme de
clonage proposé par Novagen.
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(" 6nis bCyD entiére )

E ( osT bCyD entiére )
(“6nis bCyD tronquée D

humain ( hCyD tronquée )

F1G. 3.6 — Les différentes constructions protéiques de cyclophiline D uti-
lisées. Les trois constructions bovines n’ont pas permis d’obtenir de protéine pure,
contrairement a la construction humaine. La zone rouge rappelle que dans la construc-
tion correspondante, les douze derniers résidus sont mutés a cause d’une mauvaise
correction de mutations de la séquence de départ. La zone orange indique la mutation
K133l nécessaire a la cristallisation de la cyclophiline D humaine. La zone tronquée
N-terminale correspond aux résidus 1 a 12 de la protéine mature.

T7, Pexpression des deux constructions étiquettées histidine s’est révélée déce-
vante dans des conditions standards. En effet, si la surexpression est bonne, la
quasi totalité de la protéine est exprimée sous forme insoluble.

Nous avons donc réalisé un test sytématique de conditions d’expression a
l’aide de la plateforme RoBioMol de Iinstitut. C’est Benoit Gallet qui a mené
ce test a bien. Pour chacune des deux constructions histidines, nous avons fait
varier la température d’incubation (20°, 27° ou 37°C), le temps de culture avant
induction (jusqu’a atteindre une densité optique & 600 nm de 0,6, 1,2 ou 2),
la concentration d’inducteur ([I[PTG] de 0,1, 0,5 ou 1mM), et enfin le temps
de culture apres induction (six heures ou sur la nuit). Au total, 83 cultures
différentes de 5 mL ont été testées.

De bonnes conditions d’expression de protéine soluble sont apparues. Eton-
namment, les résultats obtenus avec le robot n’ont jamais pu étre reproduits
manuellement, méme en utilisant un protocole rigoureusement identique (no-
tamment une lyse chimique des bactéries en présence de détergent et de lyso-
Zyme).

Nous obtenons finalement une protéine majoritairement exprimée
en corps d’inclusion dans E. coli (figure a gauche).

3.2.2.3 Tentatives de purification

La premiere étape de purification est une chromatographie d’affinité pour le
nickel. L’affinité entre le métal chélaté sur la résine et ’étiquette histidine per-
met fréquemment une séparation efficace de la protéine d’intérét et des autres
constituants cellulaires. L’élution se fait grace a un gradient linéaire en concen-
tration d’imidazole qui possede un noyau indole et donc une affinité pour le
nickel comparable a celle de I'histidine.
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Appliquée a la fraction soluble, cette chromatographie permet de récupérer
une protéine difficilement détectable sur un gel d’électrophorese coloré au bleu
de Coomassie (figure au centre). On note la présence de contaminants, no-
tamment d’une bande vers 40 kDa. Un western blot dirigé contre 1’étiquette
histidine permet de détecter la protéine. Néanmoins son degré de pureté est
insuffisant, sa quantité est trés limitée, et elle subit une protéolyse rapide. Ces
résultats peu encourageants nous ont incité a utiliser la protéine présente dans
la fraction insoluble apres lyse des bactéries.

Dans ce dernier cas, apres solubilisation des corps d’inclusion dans un tam-
pon contenant 6M d’urée, la chromatographie d’affinité permet d’obtenir une
protéine abondante et pure (figure a droite). Nous avons alors réalisé divers
essais de renaturation : par dilution rapide, par dialyse, avec différents gradients
de concentration d’urée pour la protéine fixée sur la résine nickel, en présence
de glycérol ... Aucun de ces essais n’a permis d’obtenir de protéine
soluble apres centrifugation.

Nous avons également essayé de co-exprimer la cyclophiline bovine dans une
souche de F. coli transformée avec un plasmide codant pour les chaperonnes
GroEL et GroES. La proportion de protéine soluble n’était pas meilleure.

Nous nous sommes alors tournés vers la protéine humaine, pour laquelle
I’expression, la purification et la cristallisation avaient été possibles avec succes
[Schlatter et al., [2005].
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FI1G. 3.7 — Expression et essais de purification de la cyclophiline D bovine. A
gauche un gel d’électrophorese de test d’expression dans les meilleures conditions iden-
tifiées. T est le lysat bactérien, S la fraction soluble et I la fraction insoluble. Au centre
un gel d’électrophorese et un western blot de chromatographie d’affinité nickel de la
fraction soluble. A droite enfin cette méme chromatographie pour la fraction insoluble
reprise en urée. Le trait noir indique ’emplacement de la bande de la cyclophiline.
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3.2.3 Production et purification de la cyclophiline D hu-
maine (protocole page [164])

Le plasmide pET21 contenant l’insert codant pour la cyclophiline D hu-
maine (hCyD;) nous a été donné par Daniel Schlatter de 'entreprise Roche. La
construction protéique correspondante est optimisée pour la cristallographie :
les douze premiers acides aminés, sensibles lors d’essais de protéolyse par la
trypsine, ont été supprimés; la lysine 133 accessible a la surface a été mutée en
isoleucine afin de favoriser les contacts cristallins [Schlatter et al., 2005].

Apres transformation de la souche BL21(DE3) de E. coli, 'expression pro-
téique est induite par ajout d’IPTG suivie d’une incubation de cing heures a
30°C. La production est d’environ 15 mg par litre de culture.

Deux étapes de chromatographie d’échange d’ions permettent de purifier
hCyD; (figure page suivante) : une premiere étape au cours de laquelle la
protéine est éluée d’une résine SP-sépharose (GE lifescience) par un gradient
de concentration en sel ; apres dialyse, une seconde ou elle n’est pas retenue sur
une résine Mono-S (GE lifescience). Une derniére chromatographie d’exclusion
de taille permet de changer le tampon de solubilisation, ainsi que de vérifier que
la protéine est monodisperse et monomérique.

La protéine est concentrée jusqu’a 30 mg.mL~!. De beaux cristaux sont
obtenus & pH 7 par addition de 30 % de Jeffamine 2001 (figure .

(a) (b)

F1G. 3.9 — Cristaux et diffraction de la cyclophiline D humaine. (a) Un cristal
de hCyDy, de taille caractéristique 200 pm. (b) Une image de diffraction de qualité
exceptionnelle d’un tel cristal, la résolution atteint 1 A.

Biotinylation non spécifique La fixation covalente non-spécifique de bio-
tines sur hCyD; est réalisée par ’ajout d’une biotine réactive portant un hy-
droxysuccinimide (NHS-Le-Le-Biotin de Pierce). Celle-ci possede la capacité de
se fixer sur les groupements amines de la protéine, et vise en priorité les lysines.
Une solution concentrée & 10 mg/mL de hCyD; est mélangée avec une solu-
tion de DMSO contenant la biotine réactive. Le DMSO n’excéde pas 20% du
volume de réaction. Apres trente minutes d’incubation, la réaction est stoppée
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F1G. 3.8 — Purification de la cyclophiline D humaine hCyD;. Les trois étapes
de chromatographie d’échange de cations sur résine SP-Sépharose, d’échange d’anions
sur résine MonoQ et d’exclusion de taille sur résine Superdex75 sont représentées.
15 pL des fractions intéressantes ont été déposées sur gel d’électrophorese. FS est la

fraction soluble du lysat bactérien.
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par ajout de Tris concentré. On peut évaluer le nombre de biotines fixées sur
chaque molécule de hCyD,; par spectrométrie de masse ou a l’aide d’un dosage
colorimétrique avec ’THABA. Ces méthodes nous ont permis de controler que la
protéine porte plus d’une biotine en moyenne.

3.2.4 Peut-on expliquer la différence de comportement entre
les constructions protéiques ?

Les séquences des cyclophylines D humaine et bovine sont identiques a hau-
teur de 91%. L’ajout d’une étiquette & la protéine humaine, tout comme le fait
de ne pas tronquer 'extrémité N-terminale, empéche la cristallisation mais ne
nuit pas a Iexpression soluble. Il est donc difficile d’expliquer la différence de
comportement entre les constructions humaines et bovines a partir de la com-
paraison des séquences. La figure [3.10] montre 'emplacement des résidus non
identiques.

3.2.5 Choix du peptide de Vpr

Nous avons utilisé un peptide de synthese (figure correpondant aux
acides aminés 71 a 88 de Vpr. Ce peptide comprend en effet le segment 71-82
qui a été identifié comme responsable de I'interaction avec ’AAC [Jacotot et al.
2001]. Une lysine a été ajoutée en C-ter afin de permettre le couplage covalent
avec une biotine. Il n’est pas possible de sur-exprimer la protéine entiere chez
E. coli a cause de sa toxicité pour la bactérie. Nous avons mené des essais
encourageants de production du seul peptide d’intérét grace a un vecteur dé-
veloppé a I'IBS par Isabel Ayala, spécifiquement pour l’expression de courts
peptides. Toutefois, ces essais ont été interrompus devant I’absence d’interac-
tion bAAC1-Vpr : nous n’avions plus besoin de grandes quantités de peptide,
et celui de synthese répondait a nos besoins.
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Fi1G. 3.10 — Comparaison entre les cyclophilines D humaine et bovine. En
haut est représenté un modele par homologie (SwissModel) de la cyclophiline D bovine
a partir de la protéine humaine (code pdb : 2bit). Les résidus différents sont représentés
par des batonnets. En bas figure 'alignement de séquences entre les deux protéines
pour les constructions tronquées (les douze premiers résidus sont absents).
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Vpr entier

Le peptide de synthése

C-ter

(avec une lysine couplée
a une biotine en supplément)

MEQAPEDQGP QREPYNDWTL ELLEELKNEA VRHFPRIWLH
SLGOHIYETY GDTWTGVEAL IRILOQLLFI
IR NGASKS 1
SSL

Fi1G. 3.11 — Structure par RMN de Vpr et peptide utilisé. La structure RMN
de Vpr (code pdb : 1ml8) obtenu dans l’eau & pH acide est représenté en haut, et
le peptide d’intérét est montré en plus gros. En bas la séquence de Vpr d’HIV1, la
séquence du peptide est en orange.
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3.3 Quelles interactions avec le transporteur ADP-
ATP?

Cette section résume les essais d’interaction menés avec différents protocoles
opératoires. Les résultats de I’ensemble de ces essais sont plutét concordants :
dans les conditions expérimentales utilisées, nous ne mettons en évi-
dence d’interactions ni entre bAAC1 et le peptide 71-88 de Vpr, ni
entre bAAC1 et la construction hCyD,; de la cyclophyline D.

3.3.1 Préparation des échantillons d’AAC

La préparation des échantillons de bAACI pour les tests d’interaction suit
grosso modo le protocole habituel. Deux chromatographies apres la solubilisa-
tion des mitochondries permettent d’obtenir une protéine pure dans un milieu
contrdlé & une concentration proche de 0,1 mg/mL. Nous avons utilisé des échan-
tillons solubilisés en Lapao (2% a la solubilisation puis 0,05% dans les tampons)
et en Triton X100 (6% a la solubilisation puis 0,1% dans les tampons), en pré-
sence de CATR, de BA, d’ATP ou sans substrat. Le tampon le plus fréquemment
utilisé est un tampon phosphate a pH 7,3.

3.3.2 Tests d’interaction

Il n’y a pas de rétention sur une résine fonctionnalisée avec Vpr ou
hCyD; Une résine streptactine (IBA) est incubée avec Vpr ou hCyDy, qui se
fixe sur les billes grace a I'interaction entre la biotine qu’il porte et la streptactine
du support. La résine est lavée, puis incubée en présence de bAAC1. Apres un
lavage extensif, le dépot des billes sur un gel d’électrophorese met en évidence
I’absence de rétention de bAACI sur les billes fonctionnalisées avec la cyclo-
philine D dans nos conditions expérimentales (figure a). Il y a une faible
rétention sur les billes fonctionnalisées avec Vpr et dans 'expérience controle
(figure 3.12]b).

Cette interaction faible ou absente est observée systématiquement dans les
conditions testées : en présence d’ATP, de CATR, de BA ou en 'absence de
ligand ; pour une protéine solubilisée en Triton X100 ou en Lapao ; & température
ambiante comme & 4°C ; apres une incubation des partenaires de 30 minutes ou
d’une nuit.

Purification de bAAC1 incubé en présence de Vpr Des mitochondries
sont resuspendues dans l’eau et incubées en présence d’'un exces de Vpr sur
glace. La protéine est ensuite purifiée comme d’habitude et en absence d’inhibi-
teur. Un test de rétention sur résine Streptactine et une détection de la biotine
par western blot en sortie de chromatographie d’exclusion de taille sur résine
Superdex200 sont réalisés. Ces deux tests confirment I’absence de Vpr copurifié
dans les fractions contenant bAAC1 (résultats non illustrés).
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Fi1G. 3.12 — bAACI1 n’est pas retenu sur une résine fonctionnalisée avec
Vpr ou hCyD;. Un échantillon de bAAC1 (piste AAC) , la fraction non-retenue
apres incubation avec les billes (piste NR) , les fractions de lavage (pistes Lavages),
et la résine apres lavage (piste Res) sont soumis & une électrophoreése dénaturante.
(a) Lorsque la résine est fonctionnalisée avec hCyD; on n’observe pas de bande de
bAACI dans le puit Res. (b) Lorsque la résine est fonctionnalisée avec Vpr comme
dans le cas de I’expérience controle, on observe dans le puits Res. une bande faible
indiquant la présence de bAACI. L’intensité de cette bande est similaire dans les deux
cas. Si on peut voir en (b) la bande de Vpr dans le puit Res, ce n’est pas le cas en
(a) pour hCyD;. On peut donc s’interroger sur la fixation effective de hCyD; sur la
résine. Néanmoins comment expliquer, si cette fixation n’a pas eu lieu, la différence par
rapport a ’expérience controle qui montre une fixation non-spécifique sur la résine 7
Le résultat de (a) semble indiquer une fixation faible de hCyD; qui suffit & empécher
I'interaction non-spécifique.
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Passage d’un extrait mitochondrial sur une résine fonctionnalisée avec
Vpr Un lysat mitochondral de cceur de boeuf préparé avec 1% de Triton X100
est appliqué sur une résine de streptactine fonctionnalisée avec Vpr. Apres la-
vage, il est impossible de détecter la présence de bAAC1 sur les billes (résultats
non illustrés).

Elution différentielle de bAAC1 et de hCyD,; sur une chromatographie
d’exclusion de taille Les protéines pures hCyD; et bAAC1 en Lapao inhibée
par le CATR sont mélangées. Aprés une heure d’incubation, 1’échantillon est
soumis a une chromatographie d’exclusion de taille. Les deux protéines sont
éluées dans des fractions différentes (figure . Il n’y a pas d’interaction entre
elles dans ces conditions.
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F1G. 3.13 — Elution différentille de hCyD; et bAAC1 lors d’une chromato-
graphie d’exclusion de taille. A gauche le chromatogramme de 1’élution sur colonne
Superdex200 d’un échantillon de bAAC1 et hCyD; mélangés. A droite le gel d’électro-
phorese correspondant aux fractions intéressantes. On observe deux pics principaux
d’élution, il n’y a pas de formation d’un complexe entre les deux protéines.

La résonance plasmonique de surface donne des résultats contrastés
Des surfaces bio-actives fonctionnalisées avec Vpr ou hCyD; sont préparéeaﬂ
Vpr est immobilisée grace a sa biotine C-terminale sur une surface de streptavi-
dine ; hCyDy est soit couplée directement a la surface via ses lysines de surface,
soit par l'intermédiaire d’une interaction biotine—streptavidine. Nous n’obser-
vons pas systématiquement d’interaction avec les surfaces bio-actives lors de
I'injection d’échantillons de bAAC1 (comparer par exemple la figure a, ou
lon ne voit par d’interaction spécifique, et b, ol elle existe). Lorsqu’'une telle

3La description du principe de la résonance plasmonique de surface et de I’ensemble de nos
résultats est proposée en annexe 3 partir de la page @
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interaction est détectable, elle est faible et sa spécificité est sujette a caution.
Nous n’observons pas non plus d’interaction lors de I'injection d’un mélange de
détergent et de lipides mimant une membrane mitochondriale solubilisée (voir la
figure page [3.14le). Cette derniére expérience permet de vérifier 'absence d’une
interaction non spécifique entre les lipides caractéristiques de la membrane in-
terne et Vpr, qui est un peptide assez hydrophobe.

Les conditions de régénération des surfaces utilisées dans les travaux de |Ja-
cotot et al|[2001] ne permettent pas dans notre cas d’éliminer totalement la
protéine injectée de la surface; on observe alors une déviation de la ligne de
base qui rend délicate U'interprétation des courbes d’association (figure c).

3.3.3 Discussion

Il est toujours plus délicat de présenter et de défendre des résultats négatifs
que des résultats positifs. Ceux de nos tests montrent plutot une absence d’in-
teraction, tant entre bAAC1 et hCyD; qu’entre bAAC1 et le peptide 71-88 de
Vpr, dans les conditions utilisées.

Cette absence d’interaction ne peut étre généralisée. L'implication commune
de 'AAC et de la cyclophiline D dans le PTP est débattue, mais nos expé-
riences, trop partielles, ne permettent pas d’enrichir ce débat. En revanche, il
me semble clair que la question de 'usage des partenaires protéiques a des fins
de purification est tranchée.

C’est la réponse a cette question —conjuguée au manque de temps— qui a
servi de repere pour stopper les expériences. Bien str, si nous souhaitions ren-
trer dans la compréhension du réle de P’AAC dans ’apoptose et prendre position
sur l'existence et la composition du PTP, nos résultats devraient étre prolon-
gés, controlés. Ce n’était pas le but du projet initial, méme s’il est aujourd’hui
tentant de chercher pourquoi nous passons a coté d’interactions décrites comme
extrémement fortes (avec des constantes de dissociation de l'ordre du nanomo-
laire!).

Nous nous contenterons donc : 1. de constater I'impossibilité de purifier
bAACI1 grace aux constructions hCyD; et a Vpr; 2. de discuter rapidement et
avec les précautions nécessaires des dissemblances entre nos résultats et ceux de
la littérature.

Nous avons choisi des conditions expérimentales les plus proches possibles
de celles décrites dans la littérature. Les protéines employées sont néanmoins
différentes, et peut-étre est-ce le point d’achoppement de nos expériences.

Ainsi les équipes de Ward et Halestrap utilisent la cyclophiline de rat, et de
PAAC extrait de foie du méme animal (également scAAC2 dans le cas d’Hales-
trap). Le travail de Klingenberg en électrophysiologie montre une modulation
de lactivité canal de ’AAC de Neurospora crassa par la cyclophiline du méme
organisme.

Concernant Vpr, les différences sont moins criantes puisque nous employons
comme Jacotot ou Sabbah un peptide de synthese, plus précisement le segment
identifié par ces auteurs comme celui dont I'interaction avec 'AAC est la plus
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page [165]
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forte. Dans leurs travaux cependant, PAAC utilisé était extrait de foie ou de
coeur de rat.

Si on laisse de c6té pour le moment le probleme de 'origine des protéines,
il est difficile d’imaginer que nous passons a c6té des interactions décrites. En
effet, nous travaillons avec des protéines purifiées dont la qualité est assurée. 11
est peu probable que nos résultats négatifs proviennent d’une mauvaise pureté,
d’un mauvais état des différentes protéines.

Le protocole de purification de bAACI est celui d’un laboratoire dont 1’ex-
périence avec cette protéine est supérieure a celle des équipes travaillant sur le
PTP, et ce protocole permet d’obtenir des cristaux. La cyclophiline D est puri-
fiée selon un protocole connu, on peut la cristalliser. Nous n’avons pas répété le
test d’activité, long a mettre en oeuvre, qui donne de bons résultats avec cette
construction. Enfin concernant Vpr, il s’agit d’un peptide de synthese dont la
pureté et la composition ne font pas de doute.

Les AAC des travaux de la littérature sont purifiées sur hydroxylapatite
puis par chromatographie d’échange d’ions a partir de mitochondrie de coeur
ou de foie de rat. Les protocoles sont convaincants, bien qu’ils apportent peu de
précisions quant au délai entre la purification et les expériences d’interactiorﬁ Ils
sont en général décrits dans des productions antérieures des mémes laboratoires.
L’absence de contamination par VDAC est contrélée par immunodétection.

Je pense qu’on peut également exclure les arguments invoquant la différence
de conception des tests d’interaction. Nos protocoles ressemblent fortement a
ceux de la littérature. Les différences (notamment emploi d’une résine strep-
tactine et non d’une résine GST, I'emploi de Lapao ou de Triton X100 plutot
que de CHAPS) ne permettent pas a elles seules d’expliquer les résulats opposés.

Ne restent alors que deux types d’explications. Le premier, on I’a dit, suppose
que nos constructions se prétaient mal a une interaction : c’est concevable pour
la cyclophiline, plus difficilement pour Vpr. Le second revient a mettre en cause
la réalité de ces interactions, ou du moins a mettre en cause leur intensité. Je
n’ai pas d’explications solides, ni surtout d’expériences répétées, diverses, pour
nuancer les travaux sur lesquels nous avons basé notre projet. Je suis néanmoins
persuadé que si ces interactions existaient telles que décrites, nous les aurions
vues lors des tests de rétention, et mises en évidence en SPR. sans aucune place
pour le flou et le doute.

Les expériences de SPR de la littérature peuvent d’ailleurs étre remises en
cause. D’une part les conditions de régénération des surfaces évoluent entre le
premier et le second article. D’apres nos expériences, la régénération en présence
de 1M NaCl est incomplete, et 'augmentation du signal de SPR ne peut étre
directement corrélé a une interaction avec Vpr dans ce cas. D’autre part, dans

4Des semaines, des mois voire des années pour certaines expériences. A. Deniaud, commu-
nication personnelle
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le travail le plus récent, les auteurs indiquent ne pas avoir pu travailler & une
concentration supérieure a 1,5 uM d’AAC, soit environ 0,05 g/L pour des raisons
de solubilité de 'AAC. Il est étonnant que dans un milieu et dans un état
adéquat, la protéine agrége a cette concentration, alors que bAAC1 en Lapao
est soluble & 5 g/L (une concentration cent fois supérieure).

Enfin mes propres expériences de SPR ne sont pas faciles a interpréter (voir
I’annexe page . En effet des expériences ressemblantes ou semblables ont
pu donner des résultats différents et parfois contradictoires. Nous ne savons pas
analyser certains de ces résultats. Il me semble donc que la mise en évidence de
I'interaction par cette méthode doit étre considérée avec une grande prudence.
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Chapitre 4

Cristallisation des protéines
membranaires

Les frontieres des compartiments cellulaires et de la cellule sont constituées
de bicouches de lipides que traversent des protéines membranaires. Il est commun
de souligner a la fois I'importance de cette classe de protéines, et la difficulté
de leur étude. Nous brossons le portrait de ce champ de recherche dans une
premiere section.

La nécessité d’employer des tensio-actifs, le plus fréquemment des détergents,
est le trait singulier de ’étude structurale des protéines membranaires. Les pré-
senter puis souligner leur role dans le processus de cristallogenese est 1’objet de
la deuxiéme section.

Le reste du chapitre rapporte deux expériences utilisant des méthodes qui
s’appuient sur la spécificité des protéines membranaires : la cristallisation en
présence d’'un champ magnétique, et la détection des cristaux par diffraction
dans une phase cubique de lipides.

4.1 L’étude structurale des protéines membra-
naires

On évoque souvent la part du génome codant des protéines membranaires
—comprise entre 12% et 30% suivant la méthode d’évaluation et lorganisme
concerné |[Wallin et von Heijnel 1998, [Boyd et all [1998] |Arai et al. 2003]—
et la part des médicaments dont la cible est une protéine membranaire —de
lordre de 70 % [Drews, [2000]—. La difficulté de leur étude, accentuée dans le
domaine structural, regroupe a la fois les difficultés de production, notamment de
surexpression, et de manipulation des complexes protéines—détergents—lipides.
Citons deux statistiques : environ 15% des protéines de fonction connue dans la
base de données Swissprot sont membranaires; environ 0,6% des protéines de
structure connue dans la PDB sont membranaires.
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4.1.1 Etat des lieux des connaissances structurales

En mars 2007, le site de S. Whittﬂ recense 250 structures de protéines mem-
branaires relatives & 124 protéines différentes, soit 0,58% de la totalité des entrées
de la PDBZ

D’apres S. White, la progression du nombre de structures connues pour cette
classe de protéines est exponentielle, et on peut comparer la connaissance struc-
turale actuelle des protéines membranaires avec celle des protéines solubles une
trentaine d’années en arriere, bien que 1’évolution soit légerement plus lente

[White, [2004].

De I'analyse de la liste des structures connues ressortent quelques statistiques
intéressantes : la résolution est en moyenne moins élevée que dans I’ensemble de
la PDB (2,5 A contre 2,2 A) L’empilement souvent problématique des couches
dans les cristaux dits de type I ainsi que la présence de structures a moyenne
résolution obtenues par microscopie électronique ont un impact sur cette réso-
lution moyenne.

Les protéines repliées en tonneaux [ sont sur-représentées (environ 20% des
protéines polytopiques). Le nombre de protéines provenant d’un organisme dans
lequel elles sont naturellement abondantes (environ 33%) illustre les difficultés
d’obtention du matériel biologique par surexpression. La souche bactérienne F.
coli reste 'organisme de référence pour la production de protéines recombinantes
(environ 40% du total).

La cristallographie est la méthode la plus usitée, largement devant la RMN.
Une majorité des cristaux est obtenue en diffusion de vapeur. Notons I’em-
ploi de méthodes ou de variations particulieres pour les protéines membranaires
dans quelques cas : croissance en phase cubique de lipides pour cinq protéines
|[Pebay-Peyroula et al., (1997, Royant et al., [2001, Luecke et al., [2001}, [Kolbe
et al., 2000, Katona et al. 2003} |Cherezov et al., [2006a], utilisation de bicelles
pour la bactériorhodospine [Faham et Bowie) 2002], utilisation d’anticorps mo-
noclonaux (pour revue voir [Hunte et Michel| [2002]), ou ajout de lipides exogenes
|Toyoshima et al., [2000, [Kurisu et al., 2003, [Liu et al., [2004].

La recette : un peu d’heptane-triol avec du PEG pour cristalliser une
protéine en DDM A l'aide du site de H. Micheﬁ qui recense les conditions
de cristallisation des protéines membranaires polytopiques (mais qui n’est plus
mis & jour), on constate un usage important des (-D-glucopyranosides (octyl-
ou nonyl-) et des B-D-maltosides (avec une préférence pour le dodécyl-). On
remarque traditionnellement que les micelles des premiers sont petites, et leur

Ublanco.biomol.uci.edu/membrane_proteins_xtal.html

2Ce décompte varie suivant la définition adoptée pour considérer une protéine comme
membranaire. La PDB dénombre ainsi 837 structures dans cette catégorie, la ou le site de
M. Caffrey (www.mpdb.ul.ie) en répertorie 726 dont 175 différentes. Les variations sont dies
essentiellement a la prise en compte de peptides et de protéines monotopiques, ou de protéines
membranaires dont seul un domaine soluble est connu. C’est donc S. White qui propose les
chiffres les plus pertinents

3www.mpibp-frankfurt.mpg.de/michel /public/memprotstruct.html
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CMC élevée, ce qui peut favoriser respectivement les contacts cristallins et le bon
controle de leur concentration ; a I’inverse, les seconds sont plus doux, moins dis-
sociants. On peut également noter 'emploi fréquent des PEG, particulierement
des PEG 400, 4000 et MME 2000.

Pour autant, il n’existe pas de conditions de cristallisation archétypiques.
De plus, la seule donnée des conditions finales reflete trés mal le processus qui
conduit a la résolution de structure. En effet les histoires des résolutions de
structure sont souvent longues, complexes, avec de longues phases sans résultats
entrecoupées de séquences charnieres, et toujours nourries par les allers-retours
entre cristallogenese et biochimie en aval. La narration de ces histoires est plus
riche d’enseignements que toutes les statistiques de cristallogenese. C’est pour-
quoi nous détaillons I'une d’elles ci-dessous

Etapes clés de ’obtention de la structure de antiport sodium—proton
La structure de ce transporteur de F. coli primordial dans ’adaptation a un mi-
lieu salin a été obtenue en 2005 dans le groupe de C. Hunte [Hunte et al.l 2005].
La narration du processus qui a permis cette réussite fait 'objet d’une seconde
référence tres intéressante [Screpanti et al., 2006]. La protéine produite par sur-
expression homologue chez FE. coli est purifiée en une seule étape de chromato-
graphie d’affinité via une étiquette histidine. La seconde étape de chromatogra-
phie d’exclusion de taille est rapidement éliminée pour éviter un lavage et une
délipidation excessive. Les premiers tests de cristallisation mettent en évidence
I'influence positive des petits PEG et du magnésium (cristaux diffractant & 12
A), et le pH doit étre acide pour bloquer une conformation de la protéine. L’af-
finement de ces conditions permet de déterminer un intervalle étroit de pH (<
0,2 unités) et de température (< 2°C) qui donne des cristaux plus gros (diffrac-
tant a 10 A) Pour limiter les dommages liés a la manipulation, du saccarose est
intégré a ce stade aux conditions de cristallisation, permettant une congélation
directe.

Deux étapes successives de tests de détergents sont ensuite mises en place.
Tout d’abord, le détergent de solubilisation est échangé sur la colonne d’affinité.
Parmi les dix détergents testés, le passage en a~DDM permet un changement
de forme cristalline (cristaux diffractant & 7 A). L’ajout d’un second détergent
comme additif a la cristallisation montre que la présence de §—OG donne des
cristaux plus gros (diffractant a 4 A) A ce stade, et devant I'impossibilité de col-
lecter des données exploitables, un contaminant est détecté dans la préparation
protéique. Ce probleme est résolu en changeant de souche d’expression pour
adopter la souche RK20 dépourvue du transporteur sodium-proton. Dans les
conditions précédentes (a—DDM et 5-OG, PEG 400, MgCls, 6°C), les cristaux
diffractent a 3,45 A et la structure est résolue.

Au final cing cents cristaux ont été testés au synchrotron et environ un sur
trente présentait une diffraction au-dessus du lot.

L’histoire particuliere de cette résolution de structure met en lumiere certains
criteres généraux de réussite déja évoqués. Le matériel de départ semble propice
a un projet fructueux : une protéine abondante, dotée d’une étiquette, et la
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possibilité de bloquer une conformation (en jouant sur le pH). La purification
est rapide, les manipulations réduites (cryoprotectant intégré aux conditions de
cristallisation). Le controle de I’environnement est crucial, il passe par le
choix du type et de la quantité des détergents adéquats. Malgré un controle strict
de nombreux parametres, il subsiste une variabilité des cristaux, et comme
ceux-ci sont petits et/ou mauvais, l’acces régulier & une source de rayonnement
synchrotron est essentiel. Enfin, le temps du projet, qui n’est pas directement
cité dans la référence, est important.

4.1.2 Contours du domaine de recherche

La communauté scientifique montre un intérét pour I’étude structurale des
protéines membranaires. Deux parameétres permettent de ’apprécier : la no-
toriété des journaux dans lesquels se publient les nouvelles structuresﬂ et le
financement des programmes de recherche spécifiques. Par exemple, le nouveau
laboratoire dirigé par So Iwata, & proximité du synchrotron Diamond, a recu un
financement de £1,7 millions. Plusieurs programmes européens sont également
centrés autour de cette thématique.

Nous avons vu que cet intérét, renforcé peut-étre par un effet de mode, s’ap-
puyait sur deux causes : une relative méconnaissance structurale par rapport aux
protéines solubles (elle-méme issue de la difficulté des projets) et 'importance
supposée pour la santé des protéines membranaires.

Pour financer ses travaux —ou simplement parfois pour intéresser son entou-
rage |- le chercheur est parfois amené & décrire ses projets selon un angle de vue
particulier : celui de I'impact en santé humaine. Il existe en effet une attente
sociétale vis-a-vis de la recherche médicale, systématiquement citée comme le
premier besoin en recherche lors des enquétes aupres de la population. Cette
attente se traduit, avec des modalités variables, dans les dotations sectorielles.
Aux Etats-Unis, le NIH dispose ainsi de la moitié des fonds alloués a la recherche
par le paysﬂ

Pour répondre a cette attente, dans le cas tres particulier de la biologie
structurale des protéines membranaires, le discours peut suivre un argumentaire
séducteur en deux points :

— les médicaments ciblent souvent des protéines membranaires,

— la connaissance de nouvelles structures va permettre le développement de

nouveaux médicaments.
C’est au niveau de ce second point que peut intervenir un biais du discours. For-
mulé en d’autres termes, il y a une part d’incantation dans le discours scientifique
a usage promotionnel, celui de la premiére page d’un dossier de financement, ou
d’un abstract rappelant les implications thérapeutiques de la recherche conduite.

4Par exemple 80 références dans Science et 79 dans Nature pour ne citer que ces deux
journaux généralistes.

5Ce sont les chiffres pour 2003 ; en France la part de la recherche médicale était de ’ordre
de 8% en 1998 d’apreés une estimation de POST. Il est intéressant de noter aussi la part
importante de crédits destinés & la lutte contre le bio-terrorisme aux Etats-Unis (autour de
4% de ce dont dispose le NIH).
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Historiquement, la découverte de nouveaux médicaments s’appuie sur des
essais extensifs et laisse une place au hasard. L’approche rationnelle dite du
structure-based drug design a néanmoins conduit a la commercialisation des
composés suivants :

— la dorzolamide, un inhibiteur de 'anhydrase carbonique, utilisé en solution

dans le traitement du glaucome;

— le zanamivir (nom de spécialité Relenza), un inhibiteur de la neuramini-
dase, utilisé comme antiviral dans le traitement de la grippe;

— Denfuvirtide (nom de spécialité Fuzeon), un peptide antirétroviral, utilisé
dans les trithérapies pour combattre 'infection par le virus du sida. Il
empéche la fusion du virus avec la cellule hote.

Aucune de ces molécules n’interagit directement avec une protéine membra-
naire. Et les fruits des efforts importants portés par exemple sur I’étude des
GPCR a partir de la structure de la rhodopsine bovine ne sont pas encore murs.

Peut-on alors dire que la recherche structurale dans le domaine des protéines
membranaires est un théme porteur, important pour les connaissances et les dé-
veloppements méthodologiques qu’il apporte, mais dont les retombées thérapeu-
tiques directes restent aujourd’hui chimériques ? Laissons cette question ouverte
et revenons a notre sujet scientifique pour présenter quelques caractéristiques
des tensio-actifs.

4.2 'Tensio-actifs, détergents et cristallogenese

4.2.1 Les molécules tensio-actives

La plus célebre mise en évidence d’un tensio-actif est ’expérience de Benja-
min Franklin. Il verse une goutte d’huile a la surface d'un étang, et observe son
étalement remarquable (on distingue la zone couverte par I'huile & ’absence de
vaguelettes créees par le vent) : la couche (monomoléculaire) d’huile recouvre
une surface de pres de 100 m?. Cette capacité d’adsorption & la surface peut
servir de définition : on appelle tensio-actifs les constituants qui ont la propriété
de modifier une tension interfaciale. La structure moléculaire des tensio-actifs
explique cette propriété : ils possedent a la fois une téte hydrophile, polaire ou
chargée, et une queue hydrophobe, souvent une chaine aliphatique.

La distinction entre tensio-actifs et détergents est d’ordre fonctionnel : un
détergent est capable d’enlever des salissures. Cela se reflete souvent sur sa
structure par un équilibre entre les parties hydrophiles et hydrophobes dominé
par la téte hydrophile. Pour ’étude des protéines membranaires, les tensio-
actifs utilisés sont tres fréquemment détergents, afin de pouvoir solubiliser les
membranes biologiques.

Le choix d’un détergent approprié, son utilisation & la concentration adé-
quate, sont des parametres fondamentaux qui conditionnent la solubilité de la
protéine, sa stabilité, le maintien de sa fonction et de son organisation oligomé-
rique.
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Les tensio-actifs s’organisent en micelles et forment des agrégats Les
micelles sont des agrégats globulaires de molécules tensio-actives. Elles ne sont
qu’un des types d’assemblées que peuvent former ces molécules (voir & ce propos
le livre Intermolecular and surface forces de J. Israelashvili). L'existence de ces
structures organisées provient de I’équilibre entre le rapprochement des chaines
aliphatiques, énergétiquement favorable, et la répulsion des tétes polaires. Les
micelles peuvent étre de formes et de tailles variables. Le nombre d’agrégation
(le nombre de molécules qui forment une micelle) est une variable difficile &
caractériser qui dépend des conditions expérimentales.

Les micelles apparaissent lorsque la concentration en détergent dépasse une
valeur seuil appelée CMC (acronyme de concentration micellaire critique). La
nature et la taille de la téte polaire comme la longueur des chaines aliphatiques
influent sur la CME

Dans le cas de mélanges complexes détergent—lipides—protéines, on continue
souvent d’utiliser les notions de micelles et de CMC bien qu’elles ne soient pas les
meilleurs descripteurs des assemblées moléculaires. En effet, le détergent semble
s’organiser plutot en une monocouche autour des protéines membranaires.

Il est commun de rappeler que la taille de la « bouée » de détergent ne doit
pas empécher les contacts entre complexes protéiques et que se placer légerement
au-dessus de la CMC est favorable lors des essais de cristallisation.

Comment choisir le bon détergent ? Ce choix est largement empirique. La
physico-chimie peut nous apprendre que tel tensio-actif forme tel type d’agré-
gats, de micelles, mais ne permet par exemple ni de prévoir, ni d’expliquer
pourquoi le Lapao permet une bonne solubilisation de bAAC1, de faible pertes
lors de la chromatographie sur hydroxylapatite, et la formation de cristaux en
présence de Jeffamine. L’expérience accumulée par les biochimistes indique que
les détergents purs non-ioniques « doux » possédant une chaine carbonée de 8
a 14 carbones sont adaptés a la manipulation des protéines membranaires.
Une méthode parmi d’autres peut étre la suivante [Odaharal [2004] : com-
mencer par fixer la taille de la chaine acyle a partir de la composition lipidique
de la membrane. En effet il faut que les zones hydrophobes de la protéine et du
détergent se correspondent, et la longueur moyenne des chaines lipidiques est
le meilleur indicateur pour deviner cette correspondanceﬂ Ensuite, le type de
téte polaire peut étre fixé a I'aide d’un test de stabilité. Un test fonctionnel est
idéal, le maintien en solution de la protéine pendant plusieurs jours est un bon
indicateur. Si plusieurs détergents sont équivalents, on peut supposer accroitre
ses chances en choississant celui de plus haute CMC, et formant les micelles les

S A titre d’exemple, pour une méme chaine & douze carbones, voici les CMC de différents
détergents (mM) : SDS 12 mM, LDAO autour de 1 mM, C12E2 0,033 mM, C12E4 0,064 mM,
Ci12Eg 0,1 mM, C12E;2 0,14 mM, -D-glucopyranoside 0,19 mM, S-D-maltoside 0,18 mM. De
manieére symétrique, pour une méme téte polaire S-D-maltoside, voici les CMC des détergents
de différentes longueurs de chaines : C8 19,5 mM, C9 6 mM, C10 1,6 mM, C11 0,59 mM, C12
0,18 mM, C13 0,033 mM, C14 0,012 mM. Source : thése de D. Stroebel.

7Cela revient & appliquer une sorte de régle de trois entre la longueur des chaines lipidiques
(entre 14 et 24 carbones) et de celles du détergent (entre 8 et 14). ..
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plus petites.

4.2.2 Autour de la cristallogenese

Essais par diffusion de vapeur, aspects pratiques La technique la plus
courante de cristallogenese est dite de diffusion de vapeur, avec ses déclinaisons
en goutte assise ou suspendue. Pour les essais réalisés au laboratoire, j’ai utilisé
des plaques 24 puits (Limbro ou Nextal Quiager@ avec des gouttes suspendues,
d’un volume initial de 2 uL. Les essais robotisés utilisent des plaques 96 puits
(Greiner) avec gouttes assises ou suspendues d’un volume compris entre 100 nL
et 2 pL.. A IBS nous avons acces a un robot Tecan placé dans I'Institut capable
de réaliser des micro-gouttes et a un robot Cartésian placé au CIBB, capable
de réaliser des plaques avec des nano-gouttes.

C’est presque uniquement ce robot Cartésian que nous utilisons. L’équipe
de la plateforme qui I'opere a mené des développements technologiques appré-
ciables : possibilité de travailler en gouttes suspendues, visualisation des plaques
via internet, remplissage personnalisé, etc... Néanmoins, I'usage des robots im-
pose deux contraintes principales : il faut réserver un créneau —pas toujours
immédiat— pour faire ses plaques, ce qui peut poser probleme avec une protéine
instable, et il faut transporter les plaques en voiture sur quelques centaines de
metres, avec toutes les secousses thermiques et mécaniques qui accompagnent le
trajet. C’est pourquoi nous laissons nos plaques s’équilibrer, les inspectons sur
place puis seulement les rapportons au laboratoire.

Nous disposons a I'IBS de la plupart des kits commerciaux de conditions
de cristallisation. Six kits supplémentaires de 96 conditions chacun, congus au
laboratoire, explorent des conditions adaptées aux protéines membranaires. J’ai
aussi utilisé régulierement un kit personnel centré autour des PEG et alcools
de petite masse moléculaire, congu a partir des résultats de cristallogenese de
bAACI.

Précipitant, protéine, détergent, une pieéce a plusieurs acteurs On
décrit usuellement la cristallisation en faisant appel au diagramme de phase du
systeme protéine—précipitant : les concentrations de la protéine et du précipitant
adéquat sont choisies telles qu’on se place sur le diagramme au-dessus de la
courbe de solubilité, dans la zone de nucléation (figure|d.1la). Avec de nombreux
essais et de la chance, un cristal apparait.

On peut également décrire le comportement d’un détergent en solution grace
a un diagramme de phase dont la figure [I.I]b. donne I'allure générale.

Par contre la description du systéme complet (le complexe protéine-lipides
—détergent, les micelles libres, le précipitant, les sels. ..) manque. La cristalloge-
nese des macromolécules est tout autant une technique qu’une science, dans la

8Les plaques Quiagen présentent ’avantage d’utiliser un couvercle avec un pas de vis, trés
pratique lorsqu’il est nécessaire d’accéder plusieurs fois & la goutte. L’état de surface de la
lamelle de verre silanisé est par contre meilleur pour les lamelles Hampton s’adaptant sur
les plaques Limbro. Certaines gouttes contenant du détergent s’étalent énormément sur les
couvercles Quiagen mais gardent une forme correcte sur les lamelles Hampton.
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mesure ou sa rationalisation est incomplete et ou elle se base sur la multiplica-
tion des essais. C’est encore plus vrai pour les protéines membranaires. On peut
cependant dégager quelques grandes tendances, qui reposent davantage sur la
transposition d’une protéine a I'autre que sur la rationalisation. Tout d’abord,
la présence du précipitant va favoriser la séparation entre une phase pauvre en
détergent et une phase enrichie. Celle-ci se présente sous forme d’une goutte
unique ou de multiples gouttelettes dans lesquelles la concentration en protéine
augmente, favorisant la nucléation. Ensuite, utiliser une concentration initiale
faible de détergent permet d’abaisser la solubilité de la protéine, et d’éviter la
formation de phases de tensio-actifs organisées.

Concentration en précipitant

Concentration en détergent

Fi1G. 4.1 — Diagramme de phase et cristallisation. (a) Diagramme de phase d’un
systéme protéine—précipitant. (b) Diagramme de phase d’un détergent. Au-dessus de
la limite de consolution apparailt une séparation de phase. La limite de consolution est
abaissée en présence d’'un précipitant. Les fleches rouges représentent le trajet suivi
pendant une expérience réussie de cristallisation par diffusion de vapeur, dans le cas
ou intervient une séparation de phase.
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4.3 Ciristallisation en champ magnétique

Des travaux indiquent que la présence d’un champ magnétique peut exercer
une influence sur la cristallisation, au moins dans le cas de protéines solubles
modeles. Le nombre, la rapidité d’apparition ou encore 1’orientation des cristaux
peuvent étre modifiés (voir |[Sato et al.| [2000], |Ataka et Wakayamal [2002], [Sato
et al.[[2007] et les références incluses). La mosa'icitdﬂ peut diminuer sensiblement,
alors que les autres parametres cristallins sont marginalement affectés.

D’autre part, des membranes pourpres riches en bactériorhodopsine et des
disques de membranes de cellules rétinales riches en rhodospine ont la capacité
de s’orienter en présence d’un champ magnétique [Neugebauer et Blaurockl, {1977,
Chalazonitis et al., 1970} [Saibil et al., [1976].

Gréce a Eric Beaugnon (CRETA) et James Torbet (IBPC), nous avons pu
réaliser un essai de cristallisation de PAAC dans des champs magnétiques hori-
zontaux et verticaux. En présence d’un champ horizontal, on observe un net effet
d’orientation des cristaux. C’est le seul effet visible puisque la qualité des don-
nées enregistrées a 'ESRF ne permet pas de connaitre la mosaicité, les facteurs
de température, etc. ..

4.3.1 Principe et effet de ’action d’un champ magnétique

Un champ magnétique Eé peut exercer deux types d’actions sur un matériel
biologique tel que le ndtre. Ces actions conduisent & un effet d’orientation et/ou
a un effet de lévitation. L’orientation trouve sa source dans ’anisotropie de la
susceptibilité magnétique de la particule considérée, et nécessite une assemblée
organisée, par exemple un cristal, pour se manifester. L’effet de lévitation pro-
vient de la force magnétique répulsive reliée a la susceptibilité.

La plupart des protéines possedent une susceptibilité négative qui les range
dans la catégorie des matériaux diamagnétiques. Le diamagnétisme est la forme
la plus faible du magnétisme ; il se caractérise par un champ induit proportionnel
au champ extérieur et qui s’oppose a lui. Cette susceptibilité est la traduction a
I’échelle macroscopique des modifications des orbitales atomiques des électrons
a cause du champ extérieur.

Les forces magnétiques ne seront pas développées ici. Disons simplement dans
un gradient de champ vertical, et & condition que la différence de susceptibilité
entre le milieu extérieur (une solution aqueuse) et la particule soit suffisamment
forte, il peut y avoir une force générée qui annule la force de gravité. La norme
de cette force s’écrit Fy,, = 1/2-V (Xpart — Xmitieu) VH? avec V le volume de la
particule, et celle de la gravité Fy = V(ppart — Pmiticn)9-

Les forces magnétiques pourraient aussi avoir un effet sur la nucléation pro-
venant d’une diminution de la convection et donc d’une zone de déplétion autour

9Des expériences de diffraction en capillaire montrent néanmoins que la mosaicité d’un
cristal de protéine provient essentiellement des manipulations et de la congélation. Il convient
donc de rester prudent quant aux variations de celle-ci, qu’elles soient causées par un champ
magnétique, par une micro-gravité, etc. .. (Richard Kahn, communication personnelle).

131



Cristallisation des protéines membranaires

du cristal plus forte qu’en ’absence du champ

L’effet d’orientation provient de I’anisotropie de la susceptibilité magnétique
causée par l'existence des structures secondaires, couplée a la présence d’un
grand nombre de molécules dans une orientation identique.

4.3.2 Description de I’expérience

Cristallisation en goutte suspendue dans un champ magnétique ver-
tical ou horizontal Une purification du complexe bAAC1-CATR Lapao a
été d’abord cristallisée hors de I’aimant. Des cristaux poussent pendant la nuit,
et la meilleure condition (35% Jeffamine M600, 100 mM Hepes pH 7,5 et 10
mM NiSOy) est retenue apres observation des gouttes. De nouveaux essais sont
mis en place, dans la bobine créant un champ magnétique vertical de 16 T
a différentes hauteurs, dans la bobine créant un champ horizontal de 7 T, et
hors des bobines. Le champ magnétique horizontal est uniforme dans la zone
ol se trouvent les cristaux. Le champ magnétique vertical varie avec 'altitude.
Les gouttes sont placées pendant 72 heures dans le champ magnétique, juste
apres mélange de la protéine et du précipitant. La température est maintenue
constante a 20°C.

Résultats Des cristaux poussent dans ’ensemble des gouttes, dans les deux
orientations de champ et dans I’expérience contréle. L’observation au microscope
des cristaux ne montre pas de différence frappante en terme de nombre, de
forme et de taille des cristaux. On observe pas d’effet du champ vertical sur la
localisation des cristaux dans la goutte.

Par contre, un net effet d’orientation des cristaux se manifeste en présence
du champ magnétique horizontal (voir la figure . Au lieu d’étre vus du
« dessus », on les observe en effet depuis la « tranche ». Cet effet d’orientation
est partiel, c’est-a-dire qu’il reste des cristaux non orientés. Il touche néanmoins
une majorité de cristaux.

4.3.3 Autour de Veffet d’orientation

Les microgouttes suspendues constituent un systéme anisotrope La
présence de tensio-actifs dans la goutte de cristallisation modifie la tension in-
terfaciale, et par conséquent I’angle de contact du dioptre air-liquide avec la
surface ainsi que la géométrie de la goutte. On observe un effet d’étalement : la
dimension caractéristique de la goutte dans la direction verticale est plus petite
que sa dimension dans le plan horizontal. La présence du champ de gravitation
g vertical crée également une anisotropie.

Nous observons les conséquences de cette anisotropie sur la croissance des
cristaux. Les plaques sont majoritairement orientées avec leur petite direction
parallele a la verticale (voir le contréle sur la figure . Si on congoit facile-
ment que l'orientation des cristaux puisse étre anisotrope, je ne suis pas capable
d’expliquer les causes de cette orientation. Interviennent peut-étre le gradient de

132



Cristallisation des protéines membranaires

Champ horizontal Champ vertical

CW' -« B
goutte B

FI1G. 4.2 — Effet d’orientation des cristaux de bAAC1-CATR en présence
d’un champ magnétique. Photos et représentation schématiques de cristaux dans
des gouttes soumises & un champ magnétique horizontal (au centre) ou vertical (&
droite). On observe un effet d’orientation au centre. La taille caractéristique des cris-
taux est de 200x50x10 pm.
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concentration —anisotrope lui aussi— en précipitant qui s’établit entre la surface
et le fond de la goutte et les différences de mouvements de convection dans les
trois directions. Je ne suis pas str que la gravité joue un role notable.

L’effet du champ magnétique domine 1’anisotropie de la goutte Les
cristaux observés dans cette expérience sont principalement des plaques. Le
groupe d’espace correspondant est C2221, et nous avons déja décrit 'empilement
cristallin (voir page. Sans en étre sirs, nous supposons que la petite direction
correspond a la direction d’empilement des couches de molécules.

Par conséquent, la petite direction est grossierement parallele a 'axe des
hélices transmembranaires. Il s’agit d’une vision simplifiée, puisque les hélices
sont inclinées et coudées, elle reste néanmoins valable pour 'interprétation qua-
litative de 'effet du champ magnétique.

La capacité d’orientation d’une protéine dans un champ magnétique provient
en premier lieu de I'anisotropie de susceptibilité magnétique de la liaison pepti-
dique [Worcester, [1978|. En effet, la délocalisation des électrons 7 au niveau de
la liaison N—C et C-O a pour conséquence que les cinq atomes qui la composent
sont inclus dans un plan.

Par analogie avec la liaison ester, on peut estimer 1’anisotropie molaire de sus-
ceptibilité magnétique de la liaison peptidique : Axy = x/, — xL = 8,8 10-13
J.gaussT1.M~! (& comparer a celle du benzéne de 54-107° J.gauss™1.M~1).
Lorsque les polypeptides s’organisent en structures secondaires, les effets de
I’anisotropie des différentes liaisons peptidiques peuvent avoir des contributions
additives. Le cas d'une hélice a est le plus favorable car les liaisons sont orien-
tées par rapport a ’axe de I’hélice et la contribution totale est de 'ordre de
1/2-n- Ax pour une hélice de n résidus [Worcester), [1978].

A Téchelle d’'une molécule, l'effet de ’anisotropie est néanmoins minuscule
par rapport a l'agitation thermique et I’orientation est en conséquence tres faible.
En terme d’énergie, on a E,, = |Ax|H? < kT ~ 4-1072% J.

Par contre dans le cas d’'un grand nombre de molécules organisées, on ob-
serve une additivité de I'anisotropie qui peut conduire & une forte orientation.
Les protéines membranaires en hélices o participant a des organisations supra-
moléculaires sont donc particulierement aptes, avec leurs segments transmem-
branaires perpendiculaires a la membrane, & s’orienter dans un champ magné-
tique. L’orientation de disques de membranes de cellules rétinales (riches en
rhodopsine) a d’ailleurs été décrite il y a plus de trente ans [Chalazonitis et al.,
1970].

On estime que l’énergie magnétique doit étre supérieur a dix fois 1’éner-
gie thermique pour observer une forte orientation |Torbet) 1983]. Dés lors on
peut donner la taille minimale du noyau cristallin susceptible de s’orienter. La
structure bAAC1 dans la conformation inhibée par le CATR présente tres gros-
sierement 6 hélices de 30 résidus inclinées d’une quinzaine de degrés par rapport
a la normale a la membrane. L’énergie magnétique d’un noyau cristallin de N
molécules s’écrit donc :
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1/2-n-Axum
Nq
Soit dans un champ de 7 T :

E,=|N- -facteur d’orientation| - H? (4.1)

1/2-30-8,8-10~°

E,, =|N-6-
V-6 6,02-1023

(3/2cos(15°) — 0,5)| - 70000% ~ 1,06 N - 10~24J

(4.2)

1l faut donc N > 4-10* molécules pour observer un forte orientatior[ "}

La modification de I'orientation des cristaux en présence d’un champ magné-
tique horizontal est donc en accord avec la théorie. Celle-ci explique également
I’absence d’effet apparent du champ vertical : celui-ci renforce I’anisotropie na-
turelle de la goutte suspendue. Sans que je ne sois capable d’en proposer une
quantification, il est intéressant de noter que l’effet magnétique est suffisamment
fort pour 'emporter sur I’anisotropie du systeme.

11 faut noter ici que 'effet du champ sur la qualité des cristaux pose question.
En effet, si les cristaux croissent en absorbant des monomeres en solution, alors il
n’est pas évident d’imaginer par quel mécanisme le champ magnétique pourrait
contribuer a une meilleure organisation cristalline.

Des cristaux diffractants pour aller plus loin De nombreux cristaux ont
été péchés, congelés puis analysés a 'ESRF. Malheureusement, la qualité de
diffraction des cristaux, controle ou poussés en présence d’un champ magnétique,
n’était pas suffisante pour permettre ’analyse des parametres de diffraction.

Nous disposons a présent au laboratoire de cristaux d’autres protéines mem-
branaires, qui permettent d’envisager une suite a cette premiére expérience. On
peut imaginer observer le méme effet d’orientation sur des cristaux en forme
de plaques du photosysteme de Rhodobacter spheroides, et surtout analyser 1'ef-
fet du champ sur des cristaux de la protéine modele AcrB de E. coli, dont la
diffraction est suffisante et reproductible.

4.4 Détection par diffraction de cristaux en phase
cubique de lipides

Cette section décrit des expériences réalisées pendant la premiere période
de ma these. Elles sont restées en suspens depuis, pour diverses raisons dont
ma préférence pour I'étude du transporteur n’est pas la moindre. J’inclus ici les
résultats préliminaires obtenus.

10Notons toutefois qu'il s’agit d’une estimation basse dans laquelle ’effet des segments
hélicoidaux, et celui des résidus aromatiques orientés parallélement & la membrane ne sont
pas pris en compte (il vont diminuer la valeur de Ax). Un résidu aromatique contribue autant
que treize liens peptidiques dans une hélice, et les segments hélicoidaux comptent une trentaine
de liaisons. . . 'anisotropie est diminuée d’autant, et donc N augmente. Retenons au final que
le nombre de molécules nécessaire a une orientation est petit devant la population d’un cristal.
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4.4.1 Phases cubiques de lipides et protéines membra-
naires

Landau et Rosenbusch ont initié en 1996 une nouvelle méthode de cristalli-
sation des protéines membranaires [Landau et Rosenbuschl [1996], dite en phase
cubique de lipides (®3). La premiere structure obtenue grace & cette méthode
est celle de la bactériorhodospine, au laboratoire [Pebay-Peyroula et all [1997].

Cette méthode repose sur la capacité de certains lipides a former des réseaux
continus de bicouches incurvées. Une protéine membranaire peut s’incorporer
et diffuser dans ces bicouches. Les phases cubiques forment donc une matrice
favorable a double titre : 1. vis-a-vis de la stabilité des protéines membranaires
de par la ressemblance a leur environnement natif; 2. vis-a-vis de la cristallisa-
tion car les variations de courbure de la bicouche peuvent favoriser ’agrégation
latérale des protéines.

Position du probleme : les essais de cristallisation en phase cubique
sont plus pénibles que les essais en diffusion de vapeur Le protocole
de préparation des essais en phase cubique se déroule comme suit :

— le lipide en poudre est pesé et introduit dans le corps d’une seringue Ha-
milton modifiée,

— la solution protéique est placée dans un deuxieme corps de seringue,

— une fois les seringues connectées, une centaine d’allers-retours des pistons
permet la formation de la phase cubique intégrant la protéine par mélange
mécanique,

— le gel obtenu est réparti dans des tubes en verre scellés et pesés individuel-
lement deux fois (pour quantifier la phase cubique, puis le précipitant),

— les tubes sont observés au microscope.

L’épaisseur de la phase cubique, les dioptres courbes (les tubes sont cylindriques)
rendent ’observation ardue. La pénibilité de I’ensemble de la manoeuvre fait des
phases cubiques un bon test de la patience et de la pugnacité d’un thésard ou
d’un postdoctorant.

Plus sérieusement, on peut dire que la technique de cristallisation en phase
cubique releve encore, tant que les développements technologiques ne sont pas fi-
nalisés, de I'artisanat, alors que les essais en diffusion de vapeur ont énormément
bénéficié de ’apport de la robotisation et de la miniaturisation.

Développements technologiques autour des phases cubiques Des avan-
cées technologiques, qui ne se sont pas encore concrétisées par la commerciali-
sation de matériel, sont rapportées dans la littérature. V. Cherezov a congu un
robot capable de « pipeter » les gels [Cherezov et all [2004]. Des exemples de
plaques de cristallisation adaptées |[Cherezov et all 2004] sont décrites. L’ori-
ginalité de notre approche tient a la méthode de détection : les autres plaques
utilisent des supports en verre pour clore les puits, non transparentes aux rayons
X et donc impropres a la détection des cristaux par diffraction.

136



Cristallisation des protéines membranaires

La possibilité de détection directe des cristaux par diffraction Il est
possible de détecter sans observation préalable des cristaux de protéine dans une
goutte & l'aide d’un faisceau de rayon X [Jacquamet et al., [2004]. S’il ne faut
pas interpréter cette possibilité en annongant l’avénement de ’automatisation
totale de la résolution de structure, elle reste néanmoins attrayante, par exemple
pour faire la différence entre un cristal de sel et un cristal protéique{ﬂ Dans le
cas particulier des phases cubiques, avec les grandes difficultés d’observation
connues, une plaque conciliant observation optique et détection par diffraction
parait un proof of concept intéressant.

A plus longue échéance, au vu des difficultés pour extraire, récupérer, la-
ver, monter sur une boucle un cristal issu d’un essai en phase cubique, 'idée,
aujourd’hui chimérique, de collecter les données de diffraction in situ est tres
attirante.

4.4.2 Notions de base concernant les phases cubiques

Qu’est-ce qu’une phase cubique ? En présence d’eau, les lipides, comme
les autres molécules amphiphiles, peuvent se structurer en différentes phases.
La phase lamellaire ou les lipides s’organisent en bicouches est connue depuis
longtemps des biologistes, mais d’autres types de phases existent pour certains
lipides : structures hexagonales, structures cubiques... (figure . Ce sont a ces
dernieres, et plus précisément aux phases cubiques bicontinues que nous
nous intéressons. Celles-ci sont caractérisées par un ordre tridimensionnel a
grande échelle : les molécules de lipides s’agencent en bicouches courbées selon
un motif qui se répete « comme dans un cristal », cristal dont les mésophases se
distinguent par le désordre local, des chalnes carbonées notamment. Ces phases
sont transparentes et visqueuses : d’aspect elles ressemblent a un gel. Elles sont
isotropes, ce qui permet de les caractériser avec un microscope polarisant par
opposition aux phases lamellaires anisotropes. Elles peuvent étre métastables et
on peut observer la persistance pendant plusieurs semaines de ®3 chauffées ou
refroidies par rapport a leur température usuelle de formation.

Les ®3 sont classées en fonction de leur groupe d’espace caractérisé par dif-
fraction des rayons X et cryo-microscopie électronique, et portent des noms qui
indiquent les symétries qu’elles présentent. Seul un petit nombre de groupes
d’espace différents ont été mis en évidence : Ta3dd, Pn3m, Pm3n, Im3m... sans
doute existe-t-il des ®3 avec d’autres groupes d’espaces qui n’ont pas encore été
caractérisées. La description la plus répandue de ces ®3, issue de la géométrie dif-
férentielle, repose sur les surfaces minimales périodiqueﬂ (IPMS, acronyme de
Infinite Periodic Minimal Surfaces), qui ont comme propriété d’avoir une cour-
bure moyenne nulle. Cela signifie sommairement qu’en tout point, si la surface
est concave dans une direction, elle sera convexe dans la direction perpendicu-
laire du plan tangent. Un exemple typique de point avec une courbure moyenne

11 C’est aussi possible avec un robot imageur « classique » capable de travailler dans le visible
et & 280 nm, comme celui que développe G. Schertler.

2yoir le site www.msri.org/publications/sgp/jim/geom/level/library/triper/index.html mis &
jour par J. Hoffmann.
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Fi1G. 4.3 — Meésophases lipidiques. A gauche le diagramme de phase métastable
du systéeme eau-monooléine. Lc phase lamellaire cristalline; Ia3d et Pn3m phases
cubiques; FI phase fluide isotrope; L, phase lamellaire cristalline liquide. A droite la
représentation schématique des phases cubiques [a3d et Pn3m; la présence d’eau est

indiquée par la couleur.
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Cristallisation des protéines membranaires

nulle est le centre d’une surface en selle de cheval.

Les ® sont caractérisées & la fois par un type de réseau, mais également
par un parametre de maille. Au sein d’'un méme réseau on peut observer des
variations du parametre de maille de I'ordre de 30%. Le groupe d’espace, le
parametre de maille et leurs variations (fonction de la composition du mélange
lipides-eau, de la température, d’éventuels additifs. . .) sont fondamentaux pour
les essais de cristallisation.

Meécanisme de la cristallisation On ne connait pas bien le mécanisme qui
gouverne I’apparition puis la croissance de cristaux en ®3; néanmoins, la litté-
rature |Nollert et al2001] en décrit le canevas, dans lequel la correspondance
imparfaite entre les parties hydrophobes de la protéine et celles de la bicouche
de lipides —qui dépend du parametre de maille de la phase cubique— serait a
lorigine de I'organisation latérale des protéines au sein d’une phase lamellaire
en cristaux 2D, puis en cristaux 3D par empilement de couches lamellaires.
Celles-ci ont été imagées par microscopie & force atomique [Qutub et al., 2004].

L’idée générale est donc la suivante : les protéines sont incorporées de maniere
homogene au sein de la ®3 (cela se vérifie par ’homogénéité de la couleur pourpre
d’une préparation de bR en ®3); la courbure de la bicouche est faible et la
partie hydrophobe de la protéine est bien protégée par les chaines acyles des
lipides. Une perturbation du parameétre de maille induite par ajout d’agent(s)
précipitant(s) augmente la courbure de la bicouche. La correspondance entre
les zones hydrophobes protéiques et lipidiques est moins bonne, les protéines
diffusent vers des zones locales ou les lipides sont organisés en lamelles (autour
des cristaux, on peut mettre en évidence des régions biréfringentes — donc
non cubiques — que 1’on suppose lamellaires). Des contacts protéine—protéine,
favorisés par ’ajout des précipitants, se forment et un arrangement cristallin 2D
puis 3D prend naissance (figure .

Des travaux méthodologiques ont exploré l'influence de différents précipi-
tants [Cherezov et al. |2001], de différents détergents |[Misquitta et Caflrey,
2003, de différents lipides [Misquitta et all [2004], tout comme la possibilité
d’utiliser les phases éponges (ou plutéot les phases cubiques fondues) [Cherezov,
et al.l [2006b] sur la cristallisation.

4.4.3 Un prototype de plaque pour la détection directe
par diffraction

Préparation des échantillons La mono-oléine est commandée chez Nu-
Check. Le lyzosyme est mis en solution a partir d’'une poudre lyophilysée com-
merciale (Roche). La bactériorhodospine est préparée & partir de membrane
pourpre |Gordeliy et al., 2003] fournie par V. Gordeliy (IBIS-2, Jiilich), ou utili-
sée directement dans le cas de la protéine purifiée (fournie par V. Gordeliy ou Y.
Gohon de 'IBPC). Les phases cubiques sont formées par mélange mécanique a
partir de 60% de lipides et 40% de solution protéique en rapport poids—volume.
Le lysozyme est concentré & 30 mg/mL dans un tampon d’acétate de sodium
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F1a. 4.4 — Mécanisme de cristallisation en phase cubique. En haut, description
schématique des étapes de la cristallisation de la bR en ®3. Des patches de membranes
(1) ou des complexes protéine-détergent (2) de bR sont intégrés spontanément dans
la ®3, et peuvent y diffuser librement (3). L’ajout de sels augmente la courbure de
la bicouche de lipides et diminue la taille de la maille (4). L’extraction de la protéine
hors de la bicouche courbée et son incorporation dans des domaines lamellaires fa-
vorise la nucléation. Cette extraction est favorisée énergétiquement par la mauvaise
correspondance entre les parties hydrophobes des lipides et de la protéine dans la
®3. Le processus de cristallisation est achevé lorsqu’un cristal coexiste avec une ®3
pauvre en bR (5). Une structure lipidique permet la diffusion des protéines depuis
et vers le cristal : la réhydratation entraine la dissolution du cristal et la protéine re-
vient alors dans la phase cubique. En bas, représentation schématique des interactions
protéines-membrane au cours de la cristallisation, et des changements d’énergie libre
correspondants. Repris de [Nollert et al|[2001]. L’'image & droite est un cristal de bR
vu par AFM, ou l'on voit empilement des couches cristallines |Qutub et al., 2004].
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pH 4,6, et la bactériorhodopsine est concentrée & 5 mg/mL dans 370 mM de
tampon phosphate & pH 5,6 contenant 1,2% (m/v) 8-OG. Le précipitant est
ajouté sous forme de solution saline concentrée manuellement ou avec le robot
Cartesian de TEMBL pour atteindre une concentration finale de ’ordre de 1 M.

Description de la plaque Le prototype est formé de trois plaques percées
d’un méme motif de trous (figure . Les échantillons sont déposés dans les
trous de la plaque interne, et ’étanchéité est assurée par deux films de polymeres
huilés. La contenance des trous est de I'ordre de 2 mg de phase cubique. Les
dimensions extérieures de la plaque sont identiques a celles d’une plaque 96
standard, ce qui permet la compatibilité avec les robots existants.

Plaque externe

Plaque interne

Film

Fi1G. 4.5 — Le prototype de plaque de cristallisation. (a) Photographie de la
plaque maintenue par la pince du robot de la ligne de lumiére FIP. (b) Photographie
d’une plaque Greiner et de notre prototype cote-a-cote. (c) Schéma en coupe de la
plaque, la phase cubique est représentée en bleu sur ’encart de droite.

Tests de diffraction Ceux-ci sont réalisés sur la ligne de lumiére FIP (BM30A)
de 'ESRF, avec 'aide de Jérémy Ohana, et grace au dispositif mis en place par
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Jean-Luc Ferrer et Lilian Jacquamet. La plaque est placée sur une pince spé-
ciale du robot de manipulation, qui vient la disposer devant le faisceau. Apres
un centrage parfois homérique, nous pouvons enregistrer plus de seize images
par puits pour scanner entierement son contenu, avec des oscillations de notre
choix (en général de 10°). La taille du faisceau influe peu sur la détection des
cristaux (intervalle testé de 50 & 500 pm).

Il faut comprendre que lors de ces tests a 'ESRF, nous travaillons en aveugle,
c’est-a-dire que nous ne savons pas si I'image de diffraction que nous enregistrons
correspond a une zone ou se trouve un cristal. Lorsqu’on utilise des cristaux
montés dans des boucles en nylon, une caméra permet de centrer le cristal dans
le faisceau de rayons X. Dans le cas de la plaque, et avant la reconstruction de
la ligne FIP, la visualisation optique ne permettait pas de regarder les puits. Ce
devrait dorénavant étre possible puisque la nouvelle caméra est « dans I'axe »,
c’est-a-dire qu’elle permet de voir les cristaux dans la direction d’arrivée des
rayons X.

4.4.4 Résultats

Croissance et observation des cristaux Nous avons réussi a faire pousser
des cristaux de lysozyme en phase cubique dans les puits de notre plaque, par
contre nous ne sommes pas parvenus a obtenir de cristaux de bactériorhodopsine
a lintérieur des puits (figure b et .c). Il s’agit probablement d’un probleme
de scellement des puits par le film, qui permet & la phase cubique de s’étaler
sur le pourtour. Il est étonnant de constater que des cristaux apparaissent sur
ce pourtour mais pas dans le puits, comme si la phase cubique y était différente
(peut-étre car compressée mécaniquement lorsqu’on appuie sur le film ?).

FiG. 4.6 — Cristaux dans la plaque pour les phases cubiques. (a) Cristaux de
lysozyme en phase cubique dans un tube. (b) Cristaux de lysozyme poussés dans la
plaque. (c¢) Cristaux de bR sur le pourtour d’un puits de la plaque.

L’observation des cristaux par microscopie optique est excellente, comme le
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montrent les photos de la figure [£.6] Toutefois, I'observation en lumiere polarisée
n’est plus possible puisque les films qui ferment les puits sont des polymeres
étirés et donc anisotropes.

La qualité du scellement est meilleure avec du film Sarant (du film transpa-
rent de cuisine) qu’avec du kapton ou du myelar, utilisés initialement pour leur
transparence aux rayons X. Lors de ’emploi de Sarant sur une plaque huilée,
on ne voit pas de déshydratation au bout de plusieurs semaines. Cette déshy-
dratation intervient en quelques jours avec les autres films dans les conditions
testées.

Quelques taches de diffraction... Nous détectons correctement les cris-
taux de lysozyme présents dans la phase cubique (figure b). Il n’en est pas
de méme pour les cristaux de bactériorhodopsine, qu’ils soient transférés depuis
un tube (figure ¢) ou qu’on essaie de voir ceux ayant poussé sur le pourtour
d’un puits (figure daf).

Amélioration des résultats Ces expériences de détection directe de la dif-
fraction de cristaux en phase cubique seront poursuivies, et les efforts devront
porter conjointement sur la croissance de cristaux de bR directement dans les
puits de la plaque, et dans le bon controle de la position du faisceau et des
parametres géométriques lors du test de diffraction.

143



Cristallisation des protéines membranaires

F1G. 4.7 — Diffraction des cristaux dans la plaque. (a) Diffraction du sel utilisé
comme précipitant. (b) Diffraction de multiples cristaux de lysozyme (basse résolu-
tion). (c) Quelques taches attribuées & des cristaux de bR transférés depuis un tube.
(e) Sur le pourtour d’un puits, 14 ou I’épaisseur de plastique est maximum (anneaux de
diffusion). (f) Grossissement du centre de I'image. On voit des taches caractéristiques
des lipides (g) Lorsqu’on commence & toucher le bord du puits, une forte diffusion
apparait.
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Chapitre 5

Conclusions et perspectives

5.1 Conclusions

Nous avons obtenu une nouvelle forme cristalline du complexe bAAC1-CATR,
a faible force ionique. Ces cristaux ont permis une meilleure description des trois
cardiolipides associés a la protéine. Les tétes polaires de ceux-ci interagissent
avec des résidus conservés et reliés par la pseudo-symétrie d’ordre trois. L’empi-
lement cristallin de cette nouvelle forme met en évidence des monomeres accolés,
avec une double couche de cardiolipides séparant les protéines au niveau des in-
terfaces.

L’ultracentrifugation analytique d’échantillons semblables & ceux destinés a
la cristallisation nous a permis de montrer que la protéine est monomérique dans
les dernieres étapes de sa purification. La diffusion des neutrons conduite sur
les mémes échantillons donne des résultats d’interprétation délicate, a cause de
Iincertitude qui entache la détermination du point d’annulation du constraste.
Ces résultats remettent en cause 'interprétation par un modele dimérique des
données équivalentes de la littérature.

Nous nous sommes heurtés a 'impossibilité de copurifier '’AAC avec deux de
ses partenaires potentiels. Ni la cyclophiline D, ni Vpr, dans les conditions tes-
tées, n’interagissent fortement avec le transporteur. La recherche de la structure
d’une autre conformation de 'AAC est un probleme difficile, que nous avions
choisi d’aborder par le biais des interactions protéine-protéine. Nos expériences
montrent que cette piste n’est pas la bonne. Par ailleurs, elles forment un socle
sur lequel pourrait s’appuyer une remise en question de la force des interactions
entre protéines au sein du pore de transition de perméabilité, voire du role qu’y
joue TAAC.

Des résultats préliminaires encourageants de cristallisation apres gradient de
saccarose, de manipulation de la protéine a I'aide d’amphipols sont autant d’in-
vitations a poursuivre le travail structural sur ’AAC. On peut en effet trouver
des pistes cristallines nouvelles apres élimination du détergent en exces, et les
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amphipols pourraient permettre de réaliser un échange du détergent de solubi-
lisation.

La cristallisation de ’AAC en présence d’'un champ magnétique permet de
mettre en évidence un effet d’orientation des cristaux. D’un point de vue métho-
dologique, c’est une observation intéressante qu’il faudrait corréler a une analyse
de la qualité de la diffraction.

5.2 Perspectives

L’étude du transporteur mitochondrial d’ADP et d’ATP est un « vieux »
sujet, pour lequel beaucoup de voies ont déja été explorées, et de nombreuses
données accumulées. Néanmoins, les perspectives de prolongement et d’exten-
sion d’un travail structural sur cette protéine sont riches. Si je disposais de
quelques années, voici quelles envies je réaliserais :

1. Etudier l’effet sur la cristallisation de I’ajout de lipides Un telle
étude pourrait commencer par des ajouts de cardiolipides lors d’une prépara-
tion usuelle, et en parallele, apres migration de la protéine dans un gradient de
saccarose. Je crois qu’il ne faut plus attendre de disposer d’'un moyen de contré-
ler 'environnement du complexe membranaire, bien qu’évidemment il soit plus
pertinent d’ajouter des lipides a une protéine en liant peu, qu’a une protéine
déja accompagnée de 170 moles de lipides. Dans le cas idéal, il faudrait cou-
pler ces expériences a des essais fonctionnels d’électrophysiologie, dorénavant
envisageables au laboratoireﬂ

2. Explorer I’échange de détergent a 1’aide d’amphipols et 3. S’attar-
der sur la purification en présence de nucléotides modifiés Concevoir
une chromatographie d’affinité pour 'AAC n’est pas une tache facile, mais je
crois que les implications possibles méritent de s’y atteler. Les compétences re-
quises pour la mener & bien relevent de la biochimie et de la chimie de synthese.

4. Elargir le travail sur les partenaires protéiques Malgré mon expé-
rience malheureuse dans I’étude des interactions protéiques, je pense que le la-
boratoire dispose a portée de main des compétences et du matériel pour explorer
les interactions entre 'AAC, VDAC, PBR, la cyclophiline D. .. et que cette ex-
ploration peut porter ses fruits. Si des résultats positifs ne sont pas certains, un
travail systématique pourrait permettre, le cas échéant, de rectifier une vision
du PTP non conforme a la réalité.

5. Etudier la localisation du transporteur d’ADP/ATP L’étude de l'or-
ganisation des protéines dans leurs membranes natives avec la microscopie a

IDe tels essais sont possibles en black lipid membrane et non en patch clamp. On pourrait
aussi considérer d’autres membres de la MCF pour lesquels on dispose d’un test fonctionnel.
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force atomique, comme cela a été fait tout récemment pour VDAC, serait une
méthode de choix pour trancher le débat sur 1'oligomérie du transporteur ADP-
ATP. Grace aux progres de I'imagerie par fluorescence, on peut également imagi-
ner a moyen terme pouvoir suivre la localisation et la dynamique des associations
de protéines a ’échelle d'un organite tel que la mitochondrie . Ces approches
expérimentales pourraient étre couplées & une modélisation de la diffusion des
molécules le long de la membrane interne a 1’échelle mésoscopique.

Au niveau méthodologique Une expérience supplémentaire de cristallisa-
tion en champ magnétique avec les différentes protéines membranaires dispo-
nibles au laboratoire devrait permettre de recueillir des données sur la qualité
de diffraction des cristaux. En ce qui concerne le prototype de plaque de cris-
tallisation pour les phases cubiques, je pense qu’il est raisonnable de se limiter
a valoriser les premiers résultats obtenus.

5.3 Hypotheses sur le mécanisme de transport

Une ébauche d’un mécanisme de transport ne peut étre ni compléte ni pré-
cise a I’échelle moléculaire : les informations structurales sont trop partielles.
Par exemple, on ignore ’'emplacement des sites de liaison des nucléotides et les
mouvements lors des changements de conformation sont presque inconnus.

Cependant, certaines étapes de ces changements sont partiellement jalon-
nées. A partir de la structure, on peut en effet supposer que :

— I’ADP va étre attiré puis descendre au fond de la cavité,

car il est difficile d’imaginer que la conformation non inhibée par le CATR
ne comporte pas une cavité ressemblant a celle de la structure connue;

— des ponts salins entre résidus chargés de la signature MCF vont se rompre,
car autrement on ne dispose pas de 'espace suffisant pour le passage du
substrat ;

— ce qui permettra une modification de I'angle du coude des hélices et le
pivotement des parties situées apres les résidus proline,
la justification est identique a celle du point précédent ;

— les boucles matricielles vont subir des mouvements importants.
ce dernier point est appuyé par la biochimie, mais également par le fait
qu’il faut laisser passer le substrat et dévoiler un site de fixation du nu-
cléotide coté matriciel.

Aucun des quatre points précédents ne fait ’objet d’une certitude. Néan-

moins il s’agit de suppositions plausibles, comme le soulignent les arguments en
couleur.

La donnée conjointe de ces jalons, de la connaissance de la surface de la

cavité, et de 'emplacement des lipides peut conduire a I’hypothese partielle que
nous allons maintenant développer.
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Une asymétrie autour de CDL801 Le cardiolipide CDL&801 est de loin le
mieux défini dans les cartes de densité électroniqueﬂ De plus ses conformations
dans les formes cristallines centrées et primitives se ressemblent plus que celles
des CDL800 et CDL802. L’empilement cristallin joue ici un role : on constate
que les cardiolipides CDL801 adjacents des monomeres A et B s’emboitent, et
de plus ces protéines sont proches, ce qui participe sans doute a une « prise en
sandwich » ePﬁcaceﬂ Est-il possible que ce meilleur positionnement reflete aussi
une importance particuliere du CDL8017? Les interactions protéine-lipides ne
semblent pas le dire : les trois lipides ont des interactions globalement équiva-
lentes avec la protéineEl7 et le CDL801 n’est pas mieux fixé que les deux autres.

Néanmoins, il est tentant de pousser plus avant I'interprétation de cette asy-
métrie entre les cardiolipides. D’autant plus que des indications supplémentaires
renforcent 1'idée qu’il se passe peut-étre des choses importantes dans la région
proche du CDLS&01.

Eléments supplémentaires d’asymétrie

1. Observons d’abord l'intérieur de la cavité, dont la partie intéressante est
reproduite figure L’échelle verticale formée par trois résidus tyrosine
se place dans une zone angulaire étroite, 1égerement décalée par rapport au
groupement phosphate Pg du CDL801. Cette échelle est prolongée dans
sa partie basse par deux résidus hydrophobes exposés, 1183 et G182, puis
par deux résidus aromatiques, Y228 et F230 qui entourent la proline P229
(celle qui coude ). Les résidus 1183 et G182 ont été proposés comme
appartenant au site de fixation de ’ADP [Robinson et Kunji, [2006]. Si le
trajet de descente de la partie phosphate de ’ADP dans la cavité est délicat
a décrire —car les régions positives sont réparties de maniere hétérogene—,
il est a l'inverse frappant de noter que les résidus susceptibles d’interagir
avec la base adénine sont plutot groupés dans une méme zone angulaire.

2. L’asymétrie de fixation du CATR dans la cavité le place dans cette méme
zone (figure c). Le noyau diterpene de la molécule est proche de I’hé-
lice , et un des groupements carboxyles interagit avec R234 et R235.
De méme lors d’essais de docking de 'ADP a lintérieur de la cavité, le
nucléotide se positionne avec sa base orientée vers cette zone (figure b).

3. La signature des transporteurs d’ADP et d’ATP, RRRMMM, se situe dans
cette méme zone (figure d). Il existe un réseau de ponts salins entre
R236, E264 et K271F]

4. La boucle M1 comprend la cystéine 56 dont ’accessibilité varie lors des
changements conformationnels [Hashimoto et al.l|1999]. Cette boucle contient
I’hélice hy 5 qui interagit avec 'autre groupement phosphate P1 du CDL801.
Il est proposé que les mouvements de cette boucle aient une amplitude
importante ; de plus il est également proposé que I’hélice H2 subisse une

revoir la figure de la page
revoir la figure de la page |81} panneau en bas & gauche.
revoir la figure de la page[90} panneau en haut & gauche.
revoir la figure de la page|91] panneau de droite

2
3
4
5
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0°  60° 120° 180°

FiGc. 5.1 — L’intérieur de la cavité prés de P229 : la zone de descente
de l’adénine ? A gauche une représentation plane des résidus exposés de 'intérieur
de la cavité. A chaque atome correspond un cercle dont le rayon est proportionnel
a l'exposition. A droite les résidus de cette méme zone de la cavité dans le modele
atomique. Le phosphate Pp (non représenté) serait « & gauche » de cette zone (a titre
indicatif : @pa2g = 152° et Op, = 225°).

149



(a)

B

Conclusions et perspectives

. 180°
210 —
CDL801

06

o
/

R . // .
D ¥4 Signature

RRRMMM

2700
/

- / \
N / N
o
“ N\
/ AN
N\
/ N
/ | N
/ | i
/ / s
RS [ //
NN /
e / \ ,,
0
o0

F1a. 5.2 — Autres éléments d’asymétrie. Position angulaire, dans une vue depuis
I’espace intermembranaire, des éléments impliqués dans le mécanisme de transport.
(a) Les hélices H4 (échelle de tyrosines) (comprenant P229) et H6 (reliée au
cardiolipide 801), le CDL801, les boucles matricielles M1 et M2, le CATR et un ADP
(essai de docking). Comme il devient difficile de voir la place de chacun des éléments, les
panneaux suivants les reprennent un par un. (b) Position de ’ADP (essais de docking).
(¢) Position du CATR. (d) Position du CDL801 et de la signature RRRMM.
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modification de sa conformation lors du transport via des expériences de
scanning cystéine |Kihira et al. 2004]. Le groupe des hélices et H2
est, a la hauteur des prolines conservées, diamétralement opposé a la zone
angulaire décrite ci-dessus.

Je propose donc un mécanisme de transport asymétrique dans lequel la zone
angulaire autour de P229, F270 et de P du CDL801 est relativement contrainte,
tandis qu’a I'inverse de plus amples mouvements auraient lieu « de 'autre coté »
de la protéine, au niveau de la boucle M1 et de ’hélice

Voyons comment un tel scénario peut se dérouler, et le role qu’y joue le
cardiolipide CDLS801.

Ce n’est pas le réle du CDL801 d’accomoder un « mismatch » hy-
drophobe Le role de protection des surfaces hydrophobes des protéines joué
par les lipides est connu; les lipides structuraux peuvent ainsi permettre une
adaptation locale de ’épaisseur de la bicouche a 1’épaisseur de la couronne hy-
drophobe sur le pourtour de la protéine. Le prolongement de ce raisonnement
peut conduire dans notre cas a imaginer que les cardiolipides accompagnent les
changements de conformations, si ceux-ci font « dépasser » une plus large zone
hydrophobe du coté matriciel. Je ne pense pas que cette hypothese soit bonne.

Il est tres plausible que 'exposition a la matrice soit plus importante au
cours du cycle de transport qu’elle ne lest dans la structure connue. C’est le
corollaire du mouvement des boucles, de la modification éventuelle du coude des
hélices paires. Et cela a été observé indirectement des 1980 a travers les expé-
riences de microscopie apres cryofracture [Brandolin et al,|1980] dans lesquelles
la répartition des protéines entre les couches concave et convexe apres fracture
est différente en fonction de 'inhibiteur, ce qui est un indice d’un changement
d’exposition en conformation BA.

Néanmoins si des lipides accompagnent ce mouvement, ce ne sont proba-
blement pas les cardiolipides structuraux. En effet, 'analyse de I’hydrophobie
des faces du segment hélical h;_, montre que la face orientée vers 'extérieur
est relativement hydrophobe (figure . Or cette face n’est pas protégée par
un des cardiolipides visibles dans la carte de densité. De plus les chaines ali-
phatiques qui partent du phosphate P4 (le plus proche de h;_5) n’interagissent
pas avec la protéine, et devraient interagir plutot avec des lipides protégeant
h; 5 . Ceux-ci, formant une sorte de seconde couche, pourraient accompagner
le mouvement de la boucle M1 si nécessaire (comme grossiérement schématisé

figure .
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Fi1G. 5.3 — Surface hydrophobe de h;_». Vue dans 'axe et de coté du segment
hélical h;_s. Les surfaces hydrophobes sont indiquées en jaune. Les vues sont orientées
avec la matrice vers le bas.

FiG. 5.4 — D’autres lipides pour protéger h;_». Le schéma grossier montre
I’emplacement hypothétique de lipides supplémentaires qui doivent protéger la zone
hydrophobe de hi_5. Ceux-ci, plutét que les cardiolipides, pourraient participer a
accommoder le mésappariement hydrophobe.
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Pourquoi le CDL801 garderait-il une position proche de celle qu’on
lui connait ? Il y a deux éléments de réponse a cette question. Le premier est
que quel que soit le mécanisme de transport envisagé, il n’y a pas de raison pour
que les extrémités des hélices paires, qui sont couplées aux prolines charnieres,
subissent de mouvement vertical important. En effet ce ne sont pas ces hélices
qui ferment la cavité, et on imagine plutdt le coude se réduire (mouvement des
hélices impaires), et le segment hélical matriciel venir se placer en regard (mou-
vement des boucles autour des résidus glycine appartenant a la signature MCF
et placés juste avant les hélices paires). Le deuxieme élément de réponse tient
a la nécessaire stabilité de 1’édifice protéique. Lors d’un changement conforma-
tionnel, la structure de ’AAC, déja moins robuste que la plupart des protéines
membranaires de structure connue avec son unique couronne d’hélices, va perdre
en stabilité car une partie des interactions coté matriciel vont disparaitre. Le
maintien exercé par les cardiolipides via ses interactions avec la protéine pourrait
aider a conserver une stabilité minimum.

On peut ici envisager deux scénarios : soit 'interaction entre P 4 et les résidus
GT72 et L74 de h;_5 est maintenue, et c’est cette interaction qui alors définit la
limite du mouvement possible de la boucle M 1. Soit cette interaction est perdue,
et le mouvement de IM1 peut avoir une amplitude plus large. Le second scénario,
plus plausible, pourrait impliquer une interaction de P 4 avec des résidus de
placé en aval du coude dans la zone 30-35 qui viennent se placer a des distances
compatibles lors du pivot de autour de P27 (figure .

Et a intérieur de la protéine, comment cela se passe-t-il? Si on ima-
gine comme nous le faisons une zone contrainte, interagissant avec la base adé-
nine du nucléotide, une zone de mouvement de plus large amplitude impliquant
les hélices et H2, alors les ponts salins & déstabiliser en premier lieu sont
ceux formés par E29 (avec D134) et K32 (avec D231). K32 est placé & une dis-
tance de 9 A de P229, ce qui permet une liaison de la base avec Y228, F230 ou
méme G182 et une attaque du pont salin par le groupement phosphate terminal,
compte-tenu de la taille d’'une molécule d’ADP.

Farfelu, possible, plausible ? L’ensemble des événements liés au transport
esquissés ici sont résumés par le tableau[5.1] Les appuis concrets d'un tel scénario
sont uniquement des mesures de distances au sein du modele atomique : tel
résidu interagit avec celui-ci, pourrait interagir avec celui-la... Il s’appuie aussi,
indirectement, sur la conservation des résidus, leur appartenance au motif MCF,
ainsi qu’a une sélection de références. On peut d’ailleurs noter qu’en opérant une
sélection différente il serait possible de proposer un mécanisme similaire pour la
zone contrainte mais ot et H4 seraient les zones de mouvements ampledY|

611 n’y a pas d’ailleurs d’argument structural fort pour privilégier l’'une ou ’autre hypothese.
On pourra simplement revoir la figure 8 de la référence Nury et al.| [2006] ainsi que le panneau
c de la figure @ page E pour se convaincre que la boucle M1 est particuliére par rapport
aux deux autres, ce qui peut amener & imaginer les mouvements plutét au niveau de et
H2.
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801

Fia. 5.5 — CDLS801 et points de pivots. Les hélices H1, H2 et H6 sont repré-
sentées sous forme de cylindres. Les charniéres permettant les mouvements conforma-
tionnels sont indiquées par des étoiles (P27 et G65 ou GT72 respectivement). L’encart
souligne une fois de plus la liaison opérée par le CDL801 entre H6 et hi_>. Si P4
n’interagit plus avec cette derniére lors de mouvements, les distances sont compatibles
avec une interaction avec des résidus de 'extrémité de H1 (fleche verte).
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Tous les scénarios imaginaires de mécanisme de transport sont bien évidem-
ment sujets a caution. Leur description permet toutefois de rappeler plusieurs
faits (I'existence d’une zone angulaire regroupant de nombreux résidus inté-
ressants, ’analyse de I’hydrophobie des segments hélicaux, etc...) qui seraient
autrement passés sous silence.

Arrivée de ’ADP depuis ’espace intermembranaire

Interaction des phosphates avec les zones positives

Interaction de la base adénine avec 1’échelle de tyrosine

Fixation du nucléotide : la base est non loin de P229

Induced fit : la fixation apporte I’énergie nécessaire pour perturber un (ou les) pont(s)
salin(s) K32-D231

Lhélice pivote autour de P27

L’interaction entre P du CDL801 et h;_s est perturbée : la boucle M1 pivote autour
de G65 ou G72 Ce méme groupement phosphate interagit avec la fin de I’hélice

TAB. 5.1 — Mécanisme schématique du transport de ’ADP. Ce tableau est un
résumé du mécanisme de transport proposé pour ’ADP. Notons qu’il passe allegrement
sous silence les événements concomitants concernant le passage d’'un ATP (avant,
apreés, en méme temps, dans la deuxiéme sous-unité d’un dimere ?).

5.4 Apprentissages

La theése marque la derniére étape d’un parcours de formation initiale. Son
statut hybride, souligné par la possession simultanée d’une carte d’étudiant et
d’une carte de crédit alimentée par un salaire, préte parfois a confusion. Ainsi
ma grand-mere continue de croire que je révise pour des examens pendant cette
période de rédaction, et plus d’une fois, le sourire en coin de mes ex-camarades
ingénieurs m’a rappelé que je n’étais pas tout a fait considéré comme un jeune
professionnel : « Ah tu fais une thése ? Et tu skies beaucoup ?! »

Un angle d’attaque possible parmi d’autres est d’examiner cette confusion
parfois agacante en terme d’apprentissages. C’est I'une des grandes richesses de
la these : on apprend beaucoup. La palette est large, elle comprend bien str
les connaissances scientifiques, mais pas seulement. Sont aussi inclus des savoir-
faire (comment aborder 1’étude d’une nouvelle protéine, comment écrire un texte
scientifique) et des savoir-étre (comment présenter ou discuter de ses travaux,
comment fonctionne une collaboration).

Par rapport a un autre domaine professionnel, le temps formellement consa-
cré a la formation est important : si on cumule les congres, les ateliers, deux
conférences hebdomadaires en moyenne, la lecture de publications. .., au moins
20% du temps de travail lui est dédié.
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Parmi ces apprentissages, un petit nombre m’apparaissent prééminents. D’abord
celui de la rigueur. Ma premiere lecon mémorable de rigueur est plus ancienne
que la these, elle eut lieu lorsque mon professeur de mathématiques de maths spé
nous inculqua 1'usage correct de 'implication et de I’équivalence. Mais les deux
suivantes intervinrent a I'IBS : la relecture minutieuse d’un article scientifique,
ou chaque mot est pesé, chaque référence vérifiée ; la qualité de tenue du cahier
de laboratoire, qui permet d’en extraire des expériences vieilles d'une dizaine
d’années.

Vient ensuite 'apprentissage de la pugnacité. Une (bonne) partie des expé-
riences ne donnent pas le résultat escompté la premiere fois, ou ne le donnent
jamais. Accepter cette part d’insucces tout en conservant la dose de motiva-
tion nécessaire pour poursuivre est pour moi un acquis primordial, encore en
construction.

Enfin —quelle banalité!- je souhaite mettre 1’accent sur 'apprentissage du
travail collaboratif. Le milieu de la recherche est un milieu de spécialistes, et de
passionnés. Il est donc tiraillé entre une forte nécessité de travailler a plusieurs
pour bénéficier des spécialités des autres, et un tres grand individualisme, qu’on
retrouve par exemple dans I'emploi récurrent des adjectifs possessifs : ma pro-
téine, mon montage... J’ai le sentiment que ces années de theése m’ont offert
Iopportunité de commencer a percevoir ce qui favorise le travail collaboratif
tout comme ses points d’achoppement.
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Purification de bAAC1

Quels échantillons pour quels usages ? Le schéma ci-dessous rappelle dans
les grandes lignes comment sont préparés les différents échantillons destinés aux
expériences présentées dans le manuscrit. Il permet d’avoir une vision d’ensemble
de ces préparations. Les détails (composition des tampons, temps d’incubation,
etc. ..) sont donnés dans le texte, page [42| pour la centrifugation, page |61 pour
la diffusion de neutrons, page [72] pour la cristallisation, page [L15] pour les tests
d’interaction.

Mitochondries de coeur
de boeuf

Inhibiteur |
7/

S Y
e 2% Lapao
Solubilisation 6% Triton X100

(Chromatographie HTPJ

0,05% Lapao {
0,1% Triton X100 | !

( Fluorescence intrinséque]

{
1
1

Chromatographie AcA

(exclusion de taille) | —_
Tests d'interaction

______________ ~
|
1

_____________ -

Gradient de sucrose

(Ultracentrifugation analytique) v

Diffusion de neutrons

Cristallisation
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Techniques de dosage

La quantification du détergent La méthode de référence pour mesurer
une concentration de détergent est 'emploi de composés radio-marqués. Cette
méthode n’est pas d’un usage courant au laboratoire. Parmi les alternatives
a la radioactivité on peut citer : le dosage chimique pour certains détergents
seulementﬂ la mesure de 'indice de réfraction couplée a la chromatographie
d’exclusion de tailleﬂ une méthode nouvelle basée sur la mesure de la forme
d’une goutte d’échantillon [Kaufmann et al. |2006], une quantification & partir
du spectre infrarouge de 1’échantillon |daCosta et Baenziger, 2003] qui présente
I’avantage de pouvoir aussi quantifier les lipides.

Nous avons testé cette derniere méthode avec le complexe bAAC1-Lapao.
Pour cela nous avons utilisé 'appareil du LEDSS placé sous la responsabilité
de Didier Gaude. J’ai également pu profiter de I'expérience de John Baezinger,
visiteur estival au laboratoire, qui m’a aidé lors d’une série de mesures. Dans
le cas spécifique du Lapao, la quantification est tres délicate car la structure
du détergent fait que ses bandes caractéristiques se superposent a celles de la
protéine et des lipides. Il est donc possible uniquement de mesurer des variations
importantes de la concentration, de 'ordre de 0,1% (environ 20 fois la CMC!).
Cette méthode n’est pas adaptée a notre systeme.

La quantification de la protéine Nous disposons de trois méthodes pour
évaluer la concentration protéique. L’enregistrement du spectre d’absorption
dans la gamme 200-500 nm permet d’estimer la hauteur du pic & 280 nm carac-
téristique de la protéine. La loi de Beer-Lambert donne alors la concentration en
protéine. Un dosage colorimétrique suivant le protocole de Lowry qui combine
une réaction du biuret (dosage du lien peptidique) et une réaction au réactif
de Folin-Ciocalteu (dosage des tyrosines et tryptophanes) permet d’estimer la
concentration protéique en comparaison avec une gamme étalon (réalisée avec de
la séralbumine bovine dans un tampon contenant du détergent). Il est intéressant
de noter qu’une précipitation a ’acide trichloroacétique apres complexation au
déoxycholate, parfois utilisée pour les protéines membranaires, n’améliore pas
le dosage. Enfin I'IBS dispose d’un service de microanalyse en acides aminés
apres hydrolyse acide, sous la responsabilité de JP Andrieu. C’est pour nous la
méthode de référence.

“par exemple le DDM et avec lui tous les détergents dont la téte polaire est un sucre [Sahal
et Brewer] [1994]

8qui repose sur le méme principe que PAUC : séparer physiquement le détergent libre
des micelles protéine—détergent, puis obtenir une double mesure qui permet de connaitre la
concentration en protéine (avec I’absorbance & 280 nm en général) puis celle de toutes les
autres especes (avec le changement d’indice) [Strop et Brunger} [2005]
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€ =73000

(

A

Soustraction de
la base

du pic UV € =90000
h 4

Allure du spectre™ ~ <
d'absorption

L’emploi de ces différentes méthodes sur le méme échantillon permet de dé-
terminer une valeur expérimentale pour e : 73000 L.g~'.cm™! si on corrige la
hauteur du pic a 280 nm par soustraction de la base du pic a plus courte longueur
d’ondre, 90000 L.g~!.cm ™! autrement. La correspondance entre la méthode de
Lowry et la microanalyse en acides aminés est variable, I’écart maximal observé
étant une surestimation de 37% de la concentration par la méthode colorimé-
trique.
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Mémento de cristallographie

Cette annexe reprend quelques équations et notions de cristallographie.

Diffusion par une molécule, diffraction par un cristal Commencons par
définir la longueur de diffusion atomique b :

b:/ p(r)e’ *dr. (1)
Vatome

En général b prend des valeurs réelles qui sont proportionnelles au nombre
d’électrons de I'atome considéré. Toutefois, si I’énergie du flux incident est proche
de celle d’'une orbitale atomique, la densité électronique p(r) est déformée :
sa symétrie n’est plus sphérique et b peut prendre des valeurs complexes. Ce
phénomene est a la base des méthodes de diffusion anomale.

La densité de longueur de diffusion par une molécule s’écrit :

1
B=g > b, (2)

atomesi

ol V est le volume de la molécule.

Si on consideére a présent un cristal, il s’agit d’une assemblée de N molécules
identiques et organisées. A partir d’une maille de ce cristal (qui peut contenir une
ou généralement plusieurs molécules), on peut obtenir 'ensemble des molécules
par translation le long des axes (a,b,c) qui définissent le cristal. La diffusion
par ’assemblée des N molécules identiques et organisées qui le composent peut
s’écrire, si on décompose r = rintra y pinter o pinter oot Jo vecteur qui permet
d’obtenir la n-ieme molécule par translation de la premiere (rif®e* est du type
Tna+ y,b + 2,0).

Avec cette décomposition, on peut alors écrire 'amplitude de diffusion par
le cristal entier (pour simplifier les notations, on considére un exemple ot on
trouve une seule molécule par maille) :

BCTiStal ((l) = Z Beiq ‘Tinter (3)

moleculesn

Pour une valeur quelconque de q, la somme des nombres complexes Bed " Finter
pour les différentes molécules va étre nulle. En effet, on ajoute des complexes de
méme norme et d’arguments « aléatoires » a cause de I’exponentielle complexe.

Les seules valeurs de q pour lesquelles cette somme est significative sont
celles qui vérifient les conditions de Laue :

a-q=2mh (4)
b-q =27k (5)
c-q=2nl. (6)
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Lorsque ces égalités sont vérifiées, les amplitudes diffusées par les différentes
molécules du cristal sont en phase et s’additionnent. Si on décompose q en ses
composantes selon les axes du réseau réciproque : q = hax + kb% + lcx, on
obtient alors :

Beristal (q) = F(h,k,l) =N Z bieQﬂ—i(hmiJrkyiJrlzi)v (7)

atomes i

ou (x;,ys, 2;) sont les coordonnées réduites dans le référentiel cristallin. Cette
expression est appelée facteur de structure pour la tache de diffraction (h, k,1).
Il représente la transformée de Fourier du contenu de la maille échantillonnée
aux sommets du réseau réciproque. En dehors de ces sommets, les amplitudes
sommeées ne sont plus en phase et ’amplitude totale est de ’ordre de % de celle
d’un facteur de structure. En conséquence, sur une image de diffraction, entre
les taches indicées par (h,k,l), il n’y a pas d’information.

L’observable enregistrée sur ces images est la seule intensité de la diffraction
Iy = |F(h7k7l)\2; I'information de phase est donc perdue. La retrouver, ré-
soudre le « probleme de la phase » est I'objet des méthodes de diffusion anomale,
de remplacement isomorphe ou de remplacement moléculaire si on dispose de la
structure d’une protéine homologue.

Une fois les phases connues, on accede a la densité électronique de la molécule
/ de la maille / du cristal par transformée de Fourier des facteurs de structures :

1 o
pley,2) =5 D Fapae "m0t )

(h,k,1)

Groupes d’espaces Le groupe d’espace d’un cristal est la description de
la symétrie de la structure cristalline. Il nait de la combinaison d'un groupe
ponctuel de symétrie et d'un réseau de Bravais. Le groupe ponctuel de symétrie
décrit les opérations de symétrie qui laissent invariant le cristal; le réseau de
Bravais représente la périodicité de la distribution des atomes dans le cristal.

Dans notre cas, les deux groupes d’espace d’intérét sont P2,2:2 et C222;.
Ces deux groupes appartiennent a la famille orthorhombique. Cela signifie que
les trois axes de la maille sont orthogonaux. La lettre P signale un réseau primitif
(les noeuds du réseau sont seulement aux sommets de la maille) et la lettre C
un réseau a face centrée (il y a un noeud en plus au centre de la face définie par
les axes a et b). Le groupe ponctuel de symétrie est défini par les chiffres 2;2,2
et 222;. Le chiffre 2 représente une rotation de 7 radians autour d’'un axe, et
21 représente une rotation de 7w autour d’un axe, suivie d’une translation d’une
demi-maille dans la direction de I'axe. L’ordre des symboles donne la direction
des axes : dans le cas du groupe C222;, une rotation de 7 autour de a, une
rotation de 7w autour de b, et un axe hélicoidal autour de c.

Dans ’empilement cristallin de la forme centrée le monomere B est obtenu
par rotation de 7 autour de I’axe b a partir de A, tout comme le monomere C
qui provient lui de la maille voisine.
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Clonage, expression et purification de bCyD

1. PCR réalisé sur ’ADNc de bCyD cloné dans le vecteur pCMV-sport6
avec :
oligonucléotide sens interne, construction courte
GAA AAT CTG TAT TTT CAG GGC TCC GGG AAC CCG CTA GTG TAC
CTG
oligonucléotide sens interne, construction longue
GAA AAT CTG TAT TTT CAG GGC GTT CGC GTT TGC AGC AGC GGC
AGC
oligonucléotide sens externe
XXX XXX XXX XXX XXXF| GAA AAT CTG TAT TTT CAG GGC
oligonucléotide antisens interne
C CGC AGT CTT GTG ATG ACG ATC TTT CTT GGA CGT C
oligonucléotide antisens externe
XXX XXX XXX XXX XXX CTA GCT CAA CTG GCC CGC AGT CTT GTG
ATG ACG
PCR réalisée avec polymérase Phusion, et un ratio 1 :10 entre les oligonucléo-
tides internes et externes.

30 secondes a 98°C
35 cycles : 10 secondes a 98°C, 30 secondes a 55°C, 15 secondes & 72°C
8 minutes & 72°C

2. Purification du fragment de PCR sur gel d’agarose avec le kit Qiagen.

3. Hybridation avec le vecteur pLIMO1 préparé par digestion avec la T4
polymérase.

4. Transformation de la souche DH5a de E. coli.

5. Miniprep (kit Qiagen) et sélection de ’ADN des clones possédant U'insert ;
vérification des séquences (Génome Express).

6. Transformation de la souche BL21(DE3) de E. coli.
7. Induction de la surexpression par IPTG 1 mM a DOggonsm =0,6.
8. Culture pendant cinq heures a 20°C.

9. Reprise du culot dans le tampon A (100mM Hepes pH 8, 150 mM NaCl)
supplémenté en antiprotéases (Complete EDTA-free, Roche), imidazole 20 mM.

10. Lyse des cellules par presse de French ou lyse chimique (BugBuster de
XX).
11. Ultracentrifugation dans un rotor Ti45 a 40000 rpm pendant 30 minutes.

Purification de la fraction soluble

12. Injection du surnageant sur une colonne Hitrap Nickel (GE lifescience)
équilibrée en tampon A. 1mL de résine par litre de culture.

9Les séquences LIC utilisées sont protégées par un brevet qui empéche leur divulgation.
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13. Elution par un gradient linéaire en concentration d’imidazole pour at-
teindre 500 mM en 5 volumes de colonne.

14. Analyse sur gel d’électrophorese en conditions dénaturantes.

Purification de la fraction insoluble
15. Reprise du culot dans le tampon A supplémenté par 6 M d’urée.
16. Ultracentrifugation dans un rotor Ti70 a 40000 rpm pendant 30 minutes.

17. Injection du surnageant sur une colonne Hitrap Nickel (GE lifescience)
équilibrée en tampon A. ImL de résine par litre de culture.

18. Elution par un gradient linéaire en concentration d’imidazole pour at-
teindre 500 mM en 5 volumes de colonne.

19. Analyse sur gel d’électrophorése en conditions dénaturantes.
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Expression et purification de hCyD;

1. Induction de la surexpression par IPTG 1 mM a DOgognm=0,6.
2. Culture pendant cing heures a 30°C.

3. Reprise du culot dans le tampon A (100mM Hepes pH 8, 150 mM NaCl)
supplémenté en antiprotéases (Complete Roche), imidazole 20 mM.

4. Lyse des cellules par presse de French.
5. Ultracentrifugation dans un rotor Ti45 a 40000 rpm pendant 30 minutes.

6. Injection du surnageant sur une colonne SP-sepharose (GE lifescience)
équilibrée en tampon A. 8 mL de résine par litre de culture.

7. Elution par un gradient linéaire en concentration de NaCl pour atteindre
500 mM en 5 volumes de colonne.

8. Analyse sur gel d’électrophoreése en conditions dénaturantes et sélection
des fractions d’intéret.

9. Dialyse en tampon A.

10. Injection sur une colonne Mono-Q (GE lifescience) équilibrée en tampon
A. La protéine n’est pas retenue sur la résine.

11. Concentration sur Millipore 10 kDa

12. Injection sur une colonne Superdex 200 hiload 16/60 (GE lifescience)
équilibrée en 50 mM de phosphate de potassium pH 7,3 supplémenté par 2 mM
EDTA, 1 mM DTT, 100 mM NaCl puis élution & 0,8 mL/min.

13. Concentration finale sur Millipore 10 kDa jusqu’a 30 mg/mL.
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Quantifier des interactions par la résonance plas-
monique de surface

La présentation des expériences de résonance plasmonique de surface (SPR)
est longue —et peut-étre un peu fastidieuse— comparée a I'importance des résul-
tats obtenus. Pour cette raison je ne l’ai pas intégrée au texte. Il me semble
toutefois intéressant d’en rendre compte, ne serait-ce que pour souligner les
écueils rencontrés. C’est 1'objet de cette annexe, un peu plus longue qu’il n’est
coutume.

Principe et méthodes de SPR

Un systeme de détection utilisant la SPR permet de quantifier 'interaction
entre molécules et la formation de complexes. L'un des partenaires formant le
complexe doit étre immobilisé sur une surface. Les appareils commercialisés par
la marque Biacore AB associent une telle détection & un systéeme d’injection et
de transfert de liquide; ils disposent également de logiciels d’analyse cinétique
des interactions mesurées. La facilité d’utilisation de ’appareil, I’apparente faci-
lité d’obtention de résultats (constantes cinétiques d’interaction) expliquent la
popularité et la réussite de Biacore AB.

Principe Lors de la réflection totale d’un faisceau laser sur une surface d’un
matériau riche en électrons libres, il peut se produire un phénomene de résonance
entre ceux-ci et 'onde évanescente produite pres de la surface. Ce phénomene
entraine une chute d’intensité de la lumiere réfléchie a un angle donné, variable
suivant l'indice de réfraction du milieu situé pres de la surface, dans le champ
évanescent. Les variations de masse induite par la formation de complexes im-
pliquant des molécules greffées sur la surface modifient cet indice et peuvent
donc étre mesurées. Le signal de résonance est quantifié en unité de résonance
arbitraire (RU). Une variation de 1000 RU correspond & une déviation de I'angle
de résonance de 0,1° et & une variation de masse de 1 ng.mm™2.

Une courbe de SPR, également appelée sensorgramme, comprend en général
trois phases. On a d’abord la phase d’association pendant laquelle le partenaire
est injecté sur la surface dans un tampon bien choisi. Cette phase se caracté-
rise par un signal croissant si 'interaction a lieu. A la fin de l'injection vient
la phase de dissociation pendant laquelle c’est un tampon seul qui est injecté,
et ou le signal décroit. Une phase de régénération permet d’éliminer les restes
de partenaires fixés a la surface et qui génerait les enregistrements ultérieurs.
Elle correspond & l'injection de solution de lavage (par exemple du sel, du dé-
tergent. . .).

Matériel utilisé J’ai utilisé un Biacore 3000 —qui permet ’acquisition simul-
tanée de 4 signaux—, les logiciels BiaEval et Excel pour le traitement des données.
Les protéines ont été immobilisées sur des surfaces de type CM3 (un support de
verre recouvert d’or fonctionnalisé avec des groupes carboxyles), CM4 ou CM5
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(qui posseédent une couche de dextran fonctionnalisé au-dessus du dépot en or,
permettant une immobilisation plus importante ; le dextran est plus dense pour
les surfaces CM5), L1 (la surface de dextran posséde des groupements hydro-
phobes qui permettent la reconstitution de bicouches lipidiques).

A T'IBS les expériences de Biacore sont en général menées par campagne :
on dispose de I'appareil pendant une semaine. J’ai réalisé six campagnes, dont
deux consacrées aux interactions de I’AAC avec la cyclophiline et Vpr. Ce sont
les seules décrites ici.

Immobilisation Les protéines ont été immobilisées soit par couplage co-
valent entre leurs résidus amines et les groupes carboxyles des surfaces, grace
a un hydroxysuccinimide; soit par l'intermédiaire d’une interaction biotine-
streptavidine. Dans ce dernier cas la cyclophiline D est biotinylée non spéci-
fiquement ; le peptide Vpr porte une biotine en C-ter. Les surfaces Biacore sont
alors préalablement recouvertes de streptavidindﬂ Il s’agit de conditions clas-
siques d’immobilisation.

Pistes contrdoles Les pistes controles sont préparées comme les pistes fonc-
tionnalisées, les injections de Vpr ou hCyD; sont remplacées par des injections
de tampon ou de BSA respectivement.

Normalisation Il est coutumier d’enregister un ensemble de spectres a diffé-
rentes concentrations de l’analyt@ de afin de remonter aux parametres ciné-
tiques de l'interaction; ces spectres se distinguent par le niveau d’association,
croissant avec la concentration. On tire en général des informations de spectres
différences, c’est-a-dire de courbes issues de la soustraction entre une piste ou la
protéine d’intérét est immobilisée et d’une piste contréle. Il peut également étre
utile de soustraire le signal obtenu avec une concentration nulle en analyte :

o [ligand]=1 la]=0 [ligand]=1 [a]=0
Inorm = (Iprot “Aprot | — Icontrole — “controle (9)
avec 1, Vintensité normalisé utilisable, 119" =" Pintensité enregistrée
norm » “prot

sur la piste fonctionnalisée avec la protéine (partenaire 1) lors de l'injection du
ligand (partenaire 2) & la concentration 4, I.ontrole 'intensité enregistrée sur la
piste non fonctionnalisée avec la protéine d’intérét.

La soustraction de la piste controle permet théoriquement de s’affranchir
des interactions non-spécifiques entre ’analyte et la surface, et la soustraction
du signal a concentration nulle permet de s’affranchir des interactions entre les
composants du tampon de l'analyte et la surface.

10La séquence d’injections est la suivante, & 10 pL/min : 70 uL. NHS+EDC, 50 pL de
streptavidine en 10 mM acétate de sodium pH 4,5, 70 puL. d’éthanolamine-HC1 1M pH 8,5,
deux fois 5 pL. NaCl 1M.

M 1es injections sont typiquement de 120 uL & un débit de 60 pL/min.
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Résultats concernant ’interaction avec Vpr ou hCyD,

Des résultats variables et parfois contradictoires Mes expériences d’in-
teraction quantifiée par SPR ne sont pas faciles a présenter et a interpréter. En
effet des expériences ressemblantes ou semblables ont pu donner des résultats
différents. Nous ne savons pas analyser certains de ces résultats.

Il eut été plus simple de ne présenter que les courbes qui sont en accord avec
I’absence d’interaction. Les expériences de Biacore auraient alors confirmé les
expériences de biochimie. Toutefois la réalité est plus complexe. J’ai donc fait
le choix d’une présentation peut étre un peu trop exhaustive, mais qui souligne
les variations, les incohérences entre expériences similaires lorsqu’elles existent.

Régénération des surfaces Deux campagnes d’expériences ont été réalisées.
Lors de la premiere campagne : 1. les échantillons utilisés étaient les mémes que
ceux qui ont servi pour les essais de rétention sur résine et 2. Nous avons employé
un protocole de régénératiorﬂ peu adapté, celui de |Jacotot et al. [2001]. Ainsi,
pour éliminer des surfaces 'AAC qui s’y était fixé, nous injections du sel a une
concentration molaire. Cette régénération, trop douce, ne permet pas d’éliminer
totalement la protéine (ou les micelles non protéiques).

Lors de la seconde campagne, les conditions de régénération étaient au point
(NaCl 1 M et SDS 0,1% dans le tampon de course, identiques & [Sabbah et al.
[2006]). Nous disposions néanmoins d’une variété d’échantillons moins grande.

La figure [6] présente I’évolution de la ligne de base du signal au cours des
mesures successives, pour deux des surfaces préparées.

121es injections de régénération sont typiquement de 5 uL & 60 uL/min, répétées plusieurs
fois.
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Fi1G. 6 — Dérive de la ligne de base lorsque la régénération est incompléte.
Deux exemples d’évolution au cours des mesures successives de la ligne de base sont
donnés. 1l s’agit de deux surfaces semblables sur lesquelles nous avons fixé Vpr par
sa biotine aprés une fonctionnalisation a la streptavidine. On voit que lorsque les
concentrations injectées d’AAC sont fortes (de I'ordre de 1 mM au maximum) on
a une augmentation importante de la ligne de base a chaque nouvelle mesure. Cela
signifie que des composants des échantillons protéiques se sont fixés a la surface et ne se
détachent pas. Cela peut inclure des phénomeénes d’auto-association. Les courbes verte
et rouge représentent respectivement la piste fonctionnalisée avec Vpr et le controle.
On voit que pour le panneau de gauche la fixation est plus forte sur la piste avec
Vpr, mais ce n’est pas le cas pour le panneau de droite. Dans ce dernier panneau j’ai
représenté 1’evolution de la ligne de base pour une série de mesures apres changement
des conditions de régénération. Cette courbe est constante et proche de zéro.
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Les expériences effectuées Le tableau ci-dessous donne les caractéristiques
des mesures réalisées pendant les deux campagnes.

Echantillon d’AAC Partenaire

Det. Lig. Date Asso.? Fix. Fig. \ Part. Immo.

Vpr

Campagne 1 — surface CM4

Lapao  ATP 26/10 oui 889 a | Vpr 889  biotine
Lapao CATR 26/10 non 889 b | Vpr 889  biotine
Lapao BA 26/10 oui 889 ¢ | Vpr 889  biotine
TX-100 CATR 30/10 oui 800 Vpr 1650 biotine
TX-100 CATR 30/10 peu 800 e | Vpr 1650  biotine
Lapao  ATP 2/11 peu 800 [7Hf | Vpr 1650 biotine
Campagne 2 — surface CM3 B

Lapao CATR 26/10 non 800 g | Vpr 350  biotine
Lapao et lipides sans protéine non 0 9ra | Vpr 350  biotine
Campagne 2 — surface CM4

Lapao CATR 26/10 peu 1632 h | Vpr 1632  biotine
Lapao  BA 26/10 peu 1632 i | Vpr 1632  biotine
Lapao et lipides sans protéine non 0 9tb | Vpr 1632 biotine

Cyclophiline D

Campagne 1 — surface CM4

Lapao  ATP 26/10 oui 800 [8la | hCyD; 297  biotine
Lapao  CATR 26/10 non 800 [8tb | hCyD, 297  biotine
Lapao BA 26/10 oui 800 [8tc | hCyD; 297  biotine
Campagne 2 — surface CM3

Lapao ~ CATR 26/10 non 800 [8kd | hCyD; 80 biotine
Lapao  CATR 26/10 non 800 [8fe | hCyD, 650  directe
Lapao et lipides sans protéine non 0 Orc | hCyD; 650  directe

TAB. 2 — Récapitulatif des mesures d’interaction par SPR. On voit que les
expériences concernant Vpr sont plus nombreuses. L’explication en est toute simple :
nous avons plus longtemps cru a 'interaction entre ’AAC et Vpr.

Description des surfaces Les expériences illustrées par la figure [7la a[7jc et
la figure [§la a[8c utilisent une surface de type CM4 avec une piste controle, une
piste fonctionnalisée par streptavidine puis Vpr (immobilisation 889 RU), une
piste fonctionnalisée par streptavidine puis hCyD;—biotine.

Les expériences illustrées par la figure[7]d a[7}f utilisent une deuxiéme surface
de type CM4 avec une piste controle et une piste fonctionnalisée par streptavi-
dine puis Vpr (immobilisation 1650 RU).

Les expériences illustrées par les figures[7] ¢, [8ld et [8]e utilisent une surface de
type CM3, dépourvue de dextran. Les surfaces CM3 peuvent minimiser les inter-
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actions non spécifiques avec le composé injecté ; on les emploie par exemple lors
de suspicions de telles interactions. Cette surface comprend une piste controle,
une piste fonctionnalisée par streptavidine puis Vpr (immobilisation 889 RU),
une piste fonctionnalisée par streptavidine puis hCyD;~biotine (immobilisation
faible de l'ordre de 100 RU, die sans doute & une mauvaise biotinylation du lot
de hCyDy), une piste fonctionnalisée par hCyD; directement.

Enfin les expériences illustrées par la figure[7}h et [7]i utilisent une troisieme
surface de type CM4 avec une piste controle et une piste fonctionnalisée par
streptavidine puis Vpr (immobilisation 1650 RU).

Description des courbes avec Vpr Quand cela n’est pas précisé, les courbes
sont enregistrées sur des surfaces de type CM4.

La figure [TFa montre l'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en Lapao
en présence d’ATP sur une surface fonctionnalisée avec Vpr. Les courbes sont correc-
tement empilées. Aux faibles concentrations, on observe un phénomene d’interaction
non-spécifique avec la surface controle (valeurs en dessous de zéro). Ce phénomene
est contrebalancé par une interaction spécifique aux concentrations plus élevées. On
observe une saturation pour la concentration la plus haute.

Rappel : cette série d’injections correspond a une régénération problématique.

La figure [7}b montre I'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en Lapao
en présence de CATR. Les courbes ne sont pas correctement empilées. Il n’y a pas
d’interaction nette de cet échantillon avec la surface.

Rappel : cette série d’injections correspond a une régénération problématique.

La figure[7}-c montre I'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en Lapao en
présence de BA. Les courbes sont correctement empilées. On observe le méme double
effet que pour I’échantillon en présence d’ATP (non-spécifique puis spécifique).

Rappel : cette série d’injections correspond a une régénération problématique.

Les trois séries précédentes correspondent a des injections séquentielles (en présence
d’ATP puis de CATR et enfin de BA). La ligne de base suit une forte déviation lors de
cette séquence. Il est néanmoins intéressant de constater qu’on observe une interaction
en présence de BA apres n’en avoir pas vu en présence de CATR. Nous pouvons
donc exclure le scénario d’une « saturation » de la surface qui expliquerait ’absence
d’interaction en présence de CATR.

La figure [7Fd montre l'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en Triton
X100 en présence de CATR sur une surface fonctionnalisée avec Vpr. Cette série
de mesures est particulierement intéressante. Les courbes sont correctement
empilées. Aux faibles concentrations, on observe un phénomene d’interaction non-
spécifique rapide avec la surface controle (valeurs en dessous de zéro). On a en effet
une décroissance suivie d’un minima des courbes. La position de ce minima est de plus
en plus précoce lorsque la concentration en protéine augmente. Apres le minima, on
observe une interaction spécifique. Pour les concentrations les plus élevées, c’est ce seul
phénomene que 1'on voit.

L’explication la plus plausible est alors celle d’une double interaction : la pre-
miere non spécifique avec la surface Biacore affecte plus la surface controle. Elle est
de cinétique rapide, et ’emporte donc au début de la mise en contact pour les faibles
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FI1G. 7— Mesures de SPR pour le couple bAAC1-Vpr. Les différents panneaux
sont, décrits dans le texte, le trait vert correspond a la durée de I’injection.
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concentrations en protéine. La seconde interaction est spécifique, elle affecte plus la
surface fonctionnalisée, et avec une intensité qui dépend de la concentration.
Rappel : cette série d’injections correspond a une régénération problématique.

La figure [T}e montre I'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en Triton
X100 en présence de CATR sur une surface fonctionnalisée avec Vpr. Cette série
de mesure est exactement la méme que la précédente. Son allure est pourtant
bien différente. Les courbes sont plus ou moins bien empilées. L’amplitude des varia-
tions est de l'ordre de 1/5 de ce qu’on observe pendant la premiére série de mesures.
Rappel : cette série d’injections correspond & une régénération problématique, et
la déviation de la ligne de base pendant la série qui la précede est énorme. On peut
donc penser qu’on assiste a un phénomene de « saturation ».

La figure [7}f montre I'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en Lapao
en présence d’ATP. Les courbes ne sont pas correctement empilées. Il n’y a pas d’in-
teraction nette de cet échantillon avec la surface, cela peut s’expliquer dans le cadre
de la saturation de la surface. Rappel : cette série d’injections correspond & une régé-
nération problématique.

La figure[7}g montre l'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en Lapao en
présence de CATR sur une surface de type CM3. Les courbes sont correctement
empilées, mais donnent une réponse négative.

La figure [TFh montre I'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en Lapao
en présence de CATR. La figure m-i montre 'injection d’un échantillon protéique de
bAAC1 en Lapao en présence de BA. Ces deux séries de courbes présentent un faible
effet spécifique.

Description des courbes avec hCyD; Quand cela n’est pas précisé, les courbes
sont enregistrées sur des surfaces de type CM4.

Les figures[8}-a, [8}b, [B} ¢ montrent I'injection d’un échantillon protéique de bAAC1
en Lapao en présence d’ATP, de CATR et de BA respectivement, sur une surface
fonctionnalisée avec Vpr. Les courbes sont correctement empilées. Aux faibles concen-
trations, on observe un phénomeéne d’interaction non-spécifique avec la surface controle
(valeurs en dessous de zéro). Ce phénomene est contrebalancé par une interaction spé-
cifique aux concentrations plus élevées. Les intensités des phénomenes sont tres fortes,
et on peut largement douter de leur pertinence biologique (il parait impossible de fixer
autant d’AAC sur une surface avec aussi peu de cyclophiline). Rappel : cette série
d’injections correspond & une régénération problématique.

Les figures[8}d et [8e montrent I'injection d’un échantillon protéique de bAAC1 en
Lapao en présence de CATR, sur une surface de hCyD; immobilisée par biotinylation
et directement avec ses lysines respectivement. Les courbes ne sont pas correctement
empilées pour le couplage biotine. Il n’y a pas d’interaction nette de cet échantillon
avec la surface. L’interaction est plus convaincante, au niveau de ’empilement et de
I'intensité de la réponse, pour le couplage direct.

Description des courbes avec un mélange de Lapao et de lipides L’in-
jection d’un mélange de lipides caractéristiques de la membrane interne et de Lapao
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F1G. 8 — Mesures de SPR pour le couple bAAC1-hCyD;. Les différents pan-
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a la concentration attendue dans les échantillons protéiques permet de vérifier qu’il
n’y a pas d’interaction directe non spécifique entre ces espeéces et les partenaires de
I'’AAC. Les trois graphes de la figure [J] montrent des courbes plates caractéristiques
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FiG. 9 — Mesures de SPR avec un mélange Lapao—lipides. Les différents
panneaux sont décrits dans le texte, le trait vert correspond a la durée de l’injection.
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Programmes utilisés

Les programmes utilisés lors des travaux puis de la rédaction de cette these sont
regroupés par theme :

Ultracentrifugation analytique
— Sedfit et Sedfat, logiciels d’analyse des données développés par Peter Schulk
— Sednterp, pour le calcul de volumes partiels spécifiques
— Maple pour la représentation des couples (gq+1, B)

Diffusion de neutrons
— Maple pour le calcul de la diffusion par un complexe protéine-détergent

Cristallographie
— Denzo et Scalepack pour I'indexation et la mise a ’échelle des données
— La suite ccp4 pour la réduction des données
— CNS pour 'affinement
— O puis Coot, plus convivial, pour la construction des modeles
— Pymol pour visualiser les structures et préparer les figures

Préparation du manuscript
— Texshop pour la rédaction du texte
— Bibdesk pour la gestion des références bibliographiques
— Photoshop et Illustrator pour la préparation des figures
— Kaleidagraph pour la réalisation des graphiques

Divers
— Clustal pour les alignements de séquences
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