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PREFACE

La découverte des protéines responsables des mouvements d’eau, les aquaporines ou
canaux hydriques, a permis une grande avancée dans la compréhension des phénoménes de
régulation osmotique. Ces protéines sont capables de rétablir rapidement un équilibre
hydrique a travers les membranes cellulaires. Alors que les aquaporines, AQP1, AQP2...,
sont tres sélectives pour I’eau, les aquaglycéroporines au contraire, telle AQP3 se montrent
également perméables a de petits solutés neutres comme le glycérol et I’urée.

Aprés une introduction générale relatant les connaissances actuelles sur les
aquaporines, nous décrirons les travaux effectués dans I'intention de mieux comprendre les
relations structure-fonction de ces protéines membranaires.

L'objectif de cette étude est de déterminer les éléments structuraux impliqués
dans la sélectivité des canaux hydriques et notamment de savoir, a travers I'étude
fonctionnelle et structurale d'AQP3, si cette différence est liee a la structure du
monomere ou a son organisation quaternaire dans la membrane.

Dans un premier travail, nous avons porté notre attention sur un tissu présentant des
perméabilités a I’eau et au glyceérol tres élevées: le globule rouge humain. La perméabilité
hydrique élevée de cette cellule est due essentiellement @ AQP1. Nous avons démontré que
la perméabilité au glycérol du globule rouge humain est due a la présence d'AQP3.

Nous avons ensuite étudie la fonction de différentes chimeres construites a partir
d’une aquaporine et d’une agquaglycéroporine apres expression dans I'ovocyte de xénope.
Ceci nous a permis de cerner quelques €léments structuraux pouvant étre responsables des
différences de propriétés fonctionnelles observeées.

La structure d'’AQP1 a été déterminée par cristallographie en 3D & environ 6 A de
résolution. Elle se présente sous forme tétrameérique. 1l nous a paru intéressant de connaitre
I'organisation structurale d'AQP3, de sélectivité différente. Nous nous sommes donc
engagés dans la détermination de la forme oligomérique d’AQP3 dans les membranes de
différents systemes; un systeme natif: le globule rouge humain, et deux systémes

hétérologues, I'ovocyte de xénope et la levure Saccharomyces cerevisiae.
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I.A. DECOUVERTE DU PREMIER CANAL HYDRIQUE

CHAPITRE I. INTRODUCTION GENERALE

Le fonctionnement d'une cellule nécessite des échanges de matiere et d'information
avec l'environnement extérieur. Chaque cellule est entourée d’une membrane plus ou
moins perméable aux différentes molécules, la membrane plasmique, qui fait office de
barriere vis a vis du milieu extracellulaire. La membrane plasmique permet la
compartimentation et le maintien des milieux de composition différente de part et d'autre
de celle-ci. Cette compartimentation existe également entre le cytosol et le lumen des
organites (mitochondries, noyau, chloroplastes, lysosomes...). La communication avec le
milieu extérieur s'effectue grace a certaines protéines membranaires qui y sont fixées, les
récepteurs, par exemple, qui participent au transfert d'information. Les membranes sont
également le sieége de la transformation d'énergie auxquelles participent de nombreuses
protéines comme les ATPases ou les cytochromes. D’autres protéines membranaires
assurent le transport de matiére: les canaux et les transporteurs, comme les canaux
hydriques qui permettent un mouvement rapide d’eau d’un compartiment cellulaire a
I’autre en cas de brusques variations d’osmolarité.

L’eau est le constituant principal des étres vivants. Elle représente 80% de la masse
corporelle chez I’homme. Elle est en perpétuel mouvement et se déplace a I’intérieur des
tissus, d’une cellule a I’autre au travers des membranes. L’existence de canaux hydriques
était envisagée depuis tres longtemps puisque les perméabilités hydriques élevées
observées a travers les membranes de certaines cellules, ne pouvaient s'expliquer par la
seule diffusion passive au travers d’une bicouche lipidique. La découverte des canaux
hydriques a permis d’augmenter nos connaissances dans le domaine de la physiologie et

plus particulierement dans la régulation de I’osmolarité. Ces protéines appartiennent a la
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vaste famille des protéines MIP (Major Intrinsic Protein) qui compte actuellement 200
représentants environ. On y distingue trois sous-groupes classés suivant leur sélectivité: les
aquaporines, strictement perméables a I'eau, les aquaglycéroporines, permeables a I'eau et
aux solutés, et les transporteurs de glycérol. Chez certains organismes, les protéines de la
famille MIP sont nombreuses et peuvent étre colocalisées dans la méme cellule ou elles
présentent des variations au niveau de leur sélectivité, leur fonction, leur localisation et

leur régulation.

I.A. DECOUVERTE DU PREMIER CANAL HYDRIQUE

On a longtemps pensé que I’eau passait a travers les membranes par simple diffusion
a travers la bicouche lipidique. Cependant, les valeurs de perméabilité hydrique observees
dans certaines membranes, et en particulier dans le globule rouge, suggéraient la présence
de pores spécifiques pour cette fonction. En effet, plusieurs équipes avaient montré que la
perméabilité hydrique y était tres élevée et qu'elle était inhibée par le para-
chloromercuribenzene sulfonate (pCMBS) (Macey et Farmer, 1970; Solomon, 1968). Des
lors, il était proposé que I'échangeur anionique (Solomon et al., 1983), ou le transporteur
de glucose indépendant du sodium (Fischbarg et al., 1989; Fischbarg et al., 1990),
pouvaient constituer des voies de passage protéiques empruntées par l'eau mais ils ne
pouvaient cependant participer aux permeabilités tres élevées observées dans certaines
membranes. L'existence de protéines spécifiques pour le transport d'eau était alors devenue

évidente.

C'est en essayant de purifier une sous-unité de lI'antigéne Rhésus a partir de globules
rouges humains que Peter Agre et Barbara Smith firent cette découverte tant attendue.
Leurs échantillons étaient sans cesse contaminés par une molécule de taille inferieure
(Agre et al., 1987; Saboori et al., 1988). lls pensaient tout d'abord a un produit de

dégradation de l'antigéne Rh mais ce contaminant s'avérait étre bel et bien une autre
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molécule faisant partie de la membrane du globule rouge. Elle existait sous deux formes:
une forme observée a 28 kDa et une forme glycosylée s'étalant entre 35 et 60 kDa. Cette
protéine était largement exprimee, surtout dans le rein. Lorsque la partie NH,-terminale a
été analysée et comparée avec celle des séquences connues de protéines, une forte
homologie avec MIP26 de cristallin bovin (Gorin et al., 1984) a été observée (Smith et
Agre, 1991).

En I'espace d'un an, I'ADNCc de cette mystérieuse molécule fut cloné a partir d’une
banque d’erythroides de foie feetal humain (Preston et Agre, 1991). Son ARNm fut injecté
dans les ovocytes de xénope. Les auteurs observerent qu’aprés immersion des ovocytes
dans l'eau, ils gonflérent rapidement jusqu'a éclater. L'équipe avait trouvé le premier canal
hydrique, nommeé CHIP28 (CHannel forming Integral Protein of 28 kDa). Leurs travaux
furent publiés dans Science en 1992 (Preston et al., 1992). L’étude de la perméabilité de ce
canal purifié a partir de globules rouges humains et reconstitué dans des liposomes a
montré que CHIP 28 est bien le canal hydrique, qu'aucune autre protéine n'est nécessaire a
sa fonction et que le transport d'eau n'est pas non plus di a la présence d'un canal hydrique
endogéne de I'ovocyte (Van Hoek et Verkman, 1992; Zeidel et al., 1992).

Les parametres caractérisant la présence de canaux hydriques dans les membranes
sont représentés dans le tableau ci-dessous. Une faible valeur de perméabilité ne veut
cependant pas forcément dire une absence d'aquaporines car elles peuvent étre présentes en
trés faible quantité puisque la valeur de perméabilité est fonction du nombre de canaux
présents a la membrane. De plus, certains canaux hydriques sont insensibles aux agents

mercuriels.
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Tableau 1.1: Caractéristiques de la présence de canaux hydriques

Voie lipidique Voie protéique
P; (cm/s) <5x10° >107
PPy =1 >1
Ea (kcal/mol) >10 <6
Inhibition par les agents mercuriels - +o0u -

Le coefficient de perméabilité hydrique, Py, reflete le flux net d'eau traversant la
membrane, consécutif a une différence de pression osmotique de part et d'autre de la
membrane. Le coefficient de perméabilité diffusionnel, Py, représente le flux net d'eau en
conditions iso-osmotiques. Si l'eau passe par diffusion simple a travers la bicouche
lipidique, Ps/Pq4 est égal a 1. Ce rapport est cependant difficile a mesurer du fait de la
présence des couches non melangées avoisinant la bicouche lipidique. Dans le cas d'un
rapport égal a 1, la perméabilité hydrique est fortement dépendante de la température de
par la fluidité de la membrane comme on peut le montrer par le calcul de I'énergie
d'activation Ea avec I'équation d'Arrhénius, Ln Ps = -(Ea/ RT) + C ou C est une constante
d'intégration reliée a l'entropie. La réalisation des expériences a basse température permet

donc de minimiser le transport d'eau dd a la diffusion a travers la bicouche lipidigue.
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|.B. LA FAMILLE DES PROTEINES MIPS

Une des caractéristiques communes a toutes les protéines de la famille MIP est la
présence d'un motif de trois acides aminés, asparagine-proline-alanine, répété deux fois
dans la séquence. Ce motif consensus a permis de cloner beaucoup d’autres protéines
homologues a AQP1, premier canal hydrique clong, a I’aide d’oligonucléotides dégénerés.
Des membres de la méme famille que l'aquaporine-1 ont dés lors été découverts non
seulement chez I’homme, mais aussi chez d’autres mammiféres et dans de nombreux
organismes: amphibiens, insectes, bactéries, levure et plantes. Plus d’une centaine de

protéines de cette famille ont été partiellement ou totalement séquenceées.

I.B.1. Les protéines MIPs de mammiféres

Depuis 1984, dix canaux hydriques ont été clonés chez les mammiferes (homme, rat,
souris). L'émergence de ces aquaporines pose la question de leur redondance et suggére
que chacune pourrait jouer un role particulier puisque ces protéines différent par leur
localisation, leur sélectivité et leur régulation. C'est au niveau des néphrons, unités
fonctionnelles du rein, que les canaux hydriques sont majoritairement représentés; ou ils

permettent une réabsorption d'eau d'environ 150 litres par jour chez I'nomme.

I.B.1. Les protéines MIPs de mammiféres 19



Tableau 1.2: Historique du clonage des canaux hydriques chez les mammiféres

1984 AQPO bovin ou MIP (1)

1988 AQPO de rat (2)

1991 AQP1 humaine (3)
AQPO humaine (4)
1992 AQP1 derat (5)

AQP1 de souris (6)

1993 AQP2 derat (7, 8)

1994 AQP2 humaine (9-12)
AQP2 de souris (13)
AQP3 de rat (14, 15)
AQP4 de rat (16, 17)
1995 AQP3 humaine (18)
AQP4 humaine (19)
AQP5 de rat (20)

1996 AQP4 de souris (21)
AQP5 humaine (22)

1997 AQP7 de rat (24)

AQP8 de souris (27)

1998
AQP7 humaine (29)
AQP7 de souris (29)
AQP8 humaine (30)

1999 AQP2 de souris (33)

AQP6 de rat (35)

AQP6 humaine (AQP2L ou hKID) (23)

AQP8 de rat (25, 26)
AQP9 humaine (AQP7L, tissu adipeux) (28)

AQP3 de souris, Ma et al. (non publié)

AQP9 humaine (leucocytes) (31)
AQP9 de rat (Rattus norvegicus, foie) (32)

AQP9 de rat (Rattus rattus, foie) (34)

1:(Gorin et al., 1984),
2:(Shiels et al., 1988),
3:(Preston et Agre, 1991),
4:(Pisano et Chepelinsky, 1991),
5:(Deen et al., 1992),
6:(Lanahan et al., 1992),
7:(Fushimi et al., 1993),
8:(Ma et al., 1993a),
9:(Deen et al., 1994),
10:(Uchida et al., 1994),
11:(van Lieburg et al., 1994),
12:(Sasaki et al., 1994),

13:(Uchida et al., 1994),
14:(Ishibashi et al., 1994),
15:(Echevarria et al., 1994),
16:(Jung et al., 1994a),
17:(Hasegawa et al., 1994),
18:(Ishibashi et al., 1995),
19:(Yang et al., 1995),
20:(Raina et al., 1995),
21:(Maet al., 1996c),
22:(Lee et al., 1996),
23:(Ma et al., 1996a),
24:(Ishibashi et al., 1997a),

25:(Ishibashi et al., 1997b),
26:(Koyama et al., 1997),
27:(Ma et al., 1997),
28:(Kuriyama et al., 1997),
29:(Ishibashi et al., 1998b),
30:(Koyama et al., 1998),
31:(Ishibashi et al., 1998a),
32:(Tsukaguchi et al., 1998),
33:(Yang et al., 1999b),
34:(Ko et al., 1999),
35:(Yasui et al., 1999b)
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La comparaison des séquences et des propriétés fonctionnelles de ces protéines a
permis de les classer en deux catégories:
- les aquaporines, selectivement permeéables a l'eau,

- les aquaglycéroporines, perméables a l'eau et a certains petits solutés.

Au moins six membres clonés font partie de la famille des aquaporines: AQPO,
initialement nommée MIP26 car son rdle n’avait pas été bien déterminé; son expression est
limitée aux cellules fibreuses du cristallin; AQP1, est exprimée de facon tres ubiquitaire;
AQP2 est présente uniquement dans le rein, au niveau de la membrane apicale des cellules
principales du canal collecteur, elle est régulée par la vasopressine; AQP4, aquaporine
majeure du cerveau, est aussi localisée dans la membrane basolatérale du canal collecteur
de rein; AQP5, est exprimée dans les glandes salivaires; AQP6 est trouvée dans les

cellules intercalaires du canal collecteur de rein.

La premiére aquaglycéroporine clonée est AQP3 (Echevarria et al., 1994; Ishibashi
et al., 1994), et sa séquence est proche de celle du transporteur de glycerol de bactérie,
GlpF, dont on parlera plus loin. Cette protéine est tres ubiquitaire mais on la trouve
abondamment dans la membrane basolatérale des cellules principales du canal collecteur
(Ecelbarger et al., 1995). D’autres aquaglycéroporines ont été clonées dans des tissus ou
I’on soupconnait leur existence. La premiére, AQP7, a été isolée du testicule de rat
(Ishibashi et al., 1997a). Une autre protéine désignée AQP9 a été clonée dans le foie ou
elle est hautement exprimée (Ishibashi et al., 1998a; Tsukaguchi et al., 1998).

Les AQP8 de rat (Ishibashi et al., 1997b; Koyama et al., 1997) et de souris (Ma et
al., 1997) ne présentent pas de grande identité de séquence ni avec les aquaporines, ni avec
les aquaglycéroporines. Elle pourrait étre la premiére protéine MIP clonée faisant partie

d'une nouvelle sous-famille (Heymann et Engel, 1999).

Une distribution tissulaire détaillée est donnée en annexe |I.

1.B.1. Les protéines MIPs de mammiféres
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Le tableau suivant montre la sélectivité, le nombre d'acides aminés et la sensibilité
du transport d'eau vis a vis des agents mercuriels, de certains canaux hydriques de rat, de

souris et humains.

Tableau 1.3: Propriétés fonctionnelles des protéines MIPs chez les mammiféres

- Inhibition P¢
Sous-famille Sélectivité Nom Nb aa ercutiels
h,rAQP1 269 Oui
h,r,sAQP2 271 Oui
h,rAQP4 301, 323 Non
Aguaporines h,rAQP5 265 Oui
hAQP6 282 Oui
hAQPS (30) 261 ?
rAQP8 (25, 26) 263 Oui
SAQPS8 (27) 261 Oui
E U hAQP9 (31) 295 Oui
A R G [hrAQP3 292 Oui
U E L |TAQPT7 (24) 269 Non
E rAQP9 (32, 34) 295 Oui
Adquaglycéro- . hAQP9 (28) 342 Oui
porines
E
R Non connu - -
@)
L

Les numéros entre parenthéses correspondent aux numéros des références citées dans le tableau 1.2. (h=

humain, r= rat, s= souris).
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1.B.2. Les protéines MIPs d'autres espéces

Les mouvements d’eau a travers les cellules et les tissus étant un processus
fondamental, il n’est pas surprenant que les canaux hydriques soient également présents
chez les vertébrés et les invertébrés, mais aussi chez les organismes inférieurs que sont les

microorganismes, et chez les plantes.

Des protéines MIP ont été clonées chez les batraciens: dans la vessie de crapaud
Bufo marinus (Ma et al., 1996b) et dans la peau de grenouille Rana esculenta ou elle est
nommeée FA-CHIP (Frog Aquaporin-CHIP) (Abrami et al., 1994). Chez Cicadella viridis,
insecte suceur de séve, AQPcic est présente dans la chambre filtrante (Le Caherec et al.,
1996). BIB (BIlg Brain), la plus longue protéine de la famille (700 aa) est trouvée dans le
cerveau de drosophile (Rao et al., 1990) mais sa fonction n'a pas été déterminée. AQP-

CEL1 est présente dans le nématode Caenorhabditis elegans (Kuwahara et al., 1998).

De nombreux membres de la famille MIP ont été identifiés chez les plantes. Chez
Arabidopsis thaliana par exemple, au moins 23 aquaporines sont présentes (Weig et al.,
1997). Elles sont réparties en deux groupes selon leur localisation dans les cellules; les
PIPs (Plasma Membrane Intrinsic Protein) contenues dans la membrane plasmique,
assurent les mouvements d’eau entre la cellule et son environnement, et les TIPs
(Tonoplast Intrinsic Protein) présentes dans le tonoplaste, membrane entourant la vacuole
chez les plantes, sont responsables de la régulation osmotique a I'intérieur de la cellule et
de la pression de turgescence. Leur présence est régulée suivant le stade de développement
de la plante et elles interviennent dans divers processus physiologiques (Maurel, 1997). y-
TIP a été la premiere protéine MIP chez les plantes, identifiée comme étant un canal
hydrique (Maurel et al., 1993). Elle est exprimée preférentiellement dans les cellules de
racine en élongation et dans les tiges. La réhydratation au cours de la germination de la
graine fait intervenir a-TIP (Johnson et al., 1990). 3-TIP a été clonée en 1996 (Daniels et

al., 1996). Nt-T1Pa a été clonée a partir de cellules de tabac, elle est perméable a I'eau, au

1.B.2. Les protéines MIPs d'autres espéces
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glycérol et a l'urée (Gerbeau et al., 1999). Nod26 est une protéine présente au niveau de la
racine de soja qui intervient dans le bourgeonnement (Rivers et al., 1997). NtAQP1 a été
trouvée récemment dans la membrane plasmique de Nicotiana tabacum (Biela et al.,
1999). Des canaux hydriques ont aussi été clonés dans la betterave Beta vulgaris (Barone
et al., 1997). Pour plus d'informations sur les protéines MIP de plantes, se référer aux
revues récentes (Chrispeels et al., 1999; Maurel, 1997; Schaffner, 1998; Weig et al., 1997).

Le séquencage total des genes de nombreux microorganismes a révélé la présence de
genes appartenant a la famille des protéines MIPs. Dans la bactérie Escherischia coli,
seulement deux protéines y sont représentées: AQPZ, essentiellement perméable a I’eau,
qui intervient dans la croissance (Calamita et al., 1995) et GlpF, qui ne transporte que du
glycérol (Maurel et al., 1994) et qui fait partie d’une sous-famille distincte des aquaporines
et des aquaglycéroporines, les facilitateurs de glycérol. Chez Saccharomyces cerevisiae,
deux génes sont apparentés aux aquaporines perméables uniquement a I’eau (AQY1 et
AQY?2) et deux genes, aux aquaporines permeables aux solutés, dont Fpsl (André, 1995);
(Goffeau et al., 1996). Seule une souche de levure parmi celles testées donne une protéine
fonctionnelle a partir du géne AQY1 (Bonhivers et al., 1998; Laizé et al., 1999). Fps1,
code pour un transporteur de glycérol (Luyten et al., 1994; Luyten et al., 1995).



CHAPITRE |l. STRUCTURE/FONCTION DES PROTEINES MIPs
I1.A. AQP1: MODELE DE BASE POUR L'ETUDE DE LA STRUCTURE DES PROTEINES MIPS

CHAPITRE Il. STRUCTURE/FONCTION DES PROTEINES
MIPS

IILA. AQPl: MODELE DE BASE POUR L'ETUDE DE LA STRUCTURE DES

PROTEINES MIPS

AQP1 a été l'aquaporine la plus étudiée pour plusieurs raisons. Elle est le premier
canal hydrique découvert et elle est la seule a se trouver en abondance dans un tissu, le

globule rouge, d'ou elle est aisément purifiable.

I1.A.1. Détermination de la structure tertiaire

11.A.1.a Profil d"hydropathie

L'ADN complémentaire codant pour I'AQP1 humaine possede une phase ouverte de
lecture de 807 paires de bases et la taille de son ARN messager est d'environ 2,8 kb sur
northern-blot. 1l code pour une protéine de 269 acides aminés. L'analyse du profil
d'hydropathie d’/AQP1 suggere la présence de six passages transmembranaires (1-6) reliés
par 5 segments polaires (boucles A-E) correspondant aux domaines extramembranaires
(Preston et Agre, 1991).

Figure 11.1: Profil d'hydrophobicité de I'AQP1 humaine

11.A.1. Détermination de la structure tertiaire
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Ce profil a été obtenu a partir de I'échelle de Kyte et Doolittle avec une fenétre de 7 résidus.

AQP1 contient un long segment polaire en C-terminal. Les deux moitiés N et C-
terminales se composent de trois passages transmembranaires trés proches, notamment les
boucles B et E qui possedent chacune les motifs N-P-A (Asparagine-Proline-Alanine) et
dont I'nydrophilicité est plus faible que les autres boucles. Ce motif est caractéristique des
membres de la famille MIPs mais I'on rencontre quelques exceptions ou un résidu sur trois
est différent dans une des deux boucles. Cependant, la proline est tres conservée et pourrait
jouer un réle important dans la formation d'un coude. La protéine pourrait étre formée par
la duplication d'un géne ancestral commun constitué de trois passages transmembranaires
(Pao et al., 1991; Wistow et al., 1991).

Figure 11.2: Modgle topologique de I’AQP1

Face cytoplasmique

Le modéle a six passages transmembranaires a été confirmé par plusieurs travaux.

L'insertion d'épitopes a différents sites montre une topologie a 6 passages
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transmembranaires. Seuls les mutants fonctionnels ont été pris en compte et il faut signaler
que les mutants dont les épitopes ont été insérés dans les boucles B et E présentent une
fonction tres réduite (apres Q88 et VV201(Preston et al., 1994a). Des anticorps dirigés
specifiquement contre les boucles C et E ont été utilisés pour montrer qu'elles sont
extracellulaires (Stamer et al., 1996).

Bien que le modéle a six passages transmembranaires ait été adopté, d'autres équipes
ont demontré une topologie différente. Un laboratoire avait montré l'existence de 4
passages transmembranaires au niveau du réticulum endoplasmique (RE) (Shi et al., 1995;
Skach et al., 1994) et I'on pourrait penser que la topologie obtenue ne refléte en rien celle
de la protéine mature a la membrane plasmique. D'ailleurs, les travaux de Ma et al. ont
montré que des vesicules provenant de RE ne possédaient pas une perméabilité hydrique
élevée alors que les vésicules provenant de fractions golgiennes avaient une forte
perméabilité hydrique (Ma et al., 1993b).

Un autre modeéle a été proposé dans lequel 16 feuillets B formeraient un tonneau
similaire & celui des porines bactériennes. Ce modéle a été construit d’apreés les calculs
algorithmiques de structures secondaires mais il n'a pas été testé expérimentalement. La

boucle C serait intracellulaire dans ce modele (Fischbarg et al., 1995).

11.A.1.b Modéle du sablier

La mutagenese dirigée est un outil fréquemment utilisé pour la compréhension de la
structure des protéines. Elle a permis de déeterminer le rble de certains résidus ou leur

localisation au sein de la protéine.

11.A.1. Détermination de la structure tertiaire
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Parmi les deux sites possibles de glycosylation présents sur 'AQP1 humaine (N42
situé dans la boucle A et N205, dans la boucle E), seule la mutation de I’asparagine 42
(N42Q) élimine la forme glycosylée d'AQP1 (Preston et al., 1994a; Zhang et al., 1993a).
C'est donc l'asparagine 42 qui est glycosylée, ceci indique qu'elle est située sur la face
externe de la membrane. Ce méme mutant posséde encore sa fonction de transport
hydrique lorsqu'il est exprimé a la membrane de lI'ovocyte de xénope, indiquant que la
glycosylation n'est pas nécessaire a I'adressage et a la fonction dans l'ovocyte (Preston et
al., 1994a). .

Les études pharmacologiques menées sur I'aquaporine-1 ont montré que la fonction
de cette protéine était inhibée par les agents mercuriels qui agissent sur les cystéines. Cette
inhibition est réversée par addition de composés réducteurs des radicaux sulfhydryl comme
le dithiotréitol (DTT) ou le B-mercaptoéthanol (B-ME). Les quatre cystéines existant dans
I'’AQP1 humaine (87, 102, 152 et 189) ont été mutées en sérine (Preston et al., 1993; Zhang
et al., 1993b)

Figure 11.3: Positionnement de certains résidus mutés dans I'AQP1 humaine

N42
I
1 2 5 6
C102 C152
AT2 c87
N
C

Les quatre cystéines, I'alanine de la boucle B a la position équivalente de la cystéine 189 de la boucle E et les

deux asparagines susceptibles d'étre glycosylées sont représentées. Les motifs NPA sont représentés par un

segment gris.

Seule la protéine mutée C189S s'est révélée insensible au mercure, montrant une

localisation de ce résidu probablement proche du pore hydrique. La position équivalente a




CHAPITRE |l. STRUCTURE/FONCTION DES PROTEINES MIPs
I1.A. AQP1: MODELE DE BASE POUR L'ETUDE DE LA STRUCTURE DES PROTEINES MIPS

cette cystéine dans la boucle B de la protéine est une alanine en position 72. Si cette
alanine est remplacée par une cystéine dans la protéine C189S, le double mutant obtenu
AT73C/C189S redevient sensible au mercure, suggérant que cette alanine en position 73 est
également proche du pore. D'autre part, toute une série de mutants a été générée dans
lesquels les résidus correspondant aux positions 187 jusqu'a 197, c'est a dire dans la boucle
E sont remplacés par une cystéine. Ces mutants possédent une perméabilité a I'eau réduite

mais sont encore sensibles au mercure (Jung et al., 1994b).

Pour déterminer si la cystéine 189 se trouve a la surface externe ou cytoplasmique,
un composé imperméant mercurique, le pCMB-dextran, a été synthétisé et testé sur la
perméabilité hydrique d'érythrocytes intactes ou de veésicules d'érythrocytes "inside-out".
Les résultats ont montré que la cystéine 189 se situe sur la face externe (Zhang et al.,
1993b).

Des études de mutagénése dirigee ont permis de remplacer la cystéine 189 d'AQP1
par des résidus plus encombrants comme la valine, la méthionine, le tryptophane ou la
tyrosine afin de vérifier I'nypothese de I'encombrement éventuel du pore hydrique. Ces
mutants exprimés dans l'ovocyte de xénope ont montré un défaut de glycosylation
suggérant la présence d'une protéine non mature mal adressée a la membrane plasmique
(Preston et al., 1993). Cependant, la mutation C189W n'affecte pas la présence de cette
protéine a la membrane plasmique (Shi et al., 1994). La perméabilité hydrique d'ovocytes
exprimant cette protéine mutée n'est pas plus élevee que celle d'ovocytes témoins indiquant
que le résidu tryptophane inséré a la place du résidu cysteine 189 dans la boucle E génerait
donc le passage d'eau a travers le pore.

C'est a la suite de ces observations que le modele du "sablier" a été proposé (Jung et
al., 1994b).

11.A.1. Détermination de la structure tertiaire
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Figure 11.4: Modgle du sablier

Les boucles B et E composées des motifs répétés N-P-A, interagiraient au milieu de la bicouche lipidique

pour former le pore. D'aprées Jung et al. (1994).

L'interaction des boucles B et E pour former le pore dans la bicouche lipidique
s'effectuerait par le rapprochement des segments 1, 2 et 6 d'une part, et des segments 3, 4 et

5 d'autre part.

I1.A.2. Purification a partir des globules rouges humains

L'annexe Il montre comment il est possible de solubiliser une proteine membranaire.
La purification d'AQP1 & partir de globules rouges humains permet d'obtenir aisément 10
mg d'’AQP1. AQP1 serait en effet une des rares protéines a étre peu solubilisée par le
détergent anionique N-lauroyl-sarcosine (NLS) (Denker et al., 1988; Van Hoek et
Verkman, 1992).
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Figure 11.5: Schéma de purification d’AQP1
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Des membranes de fantdmes d'hématies traitées a l'iodure de potassium (K1) ont été préparées et les protéines
membranaires autres qu'/AQP1 sont extraites par 2% de NLS. Pour I'obtention d'’AQP1 hautement purifiée, un
traitement avec de l'octyl glucoside (OG) pendant une heure, suivi d'un passage sur colonne échangeuse

d'ions puis sur colonne d'exclusion par la taille permet I'élution de la protéine.

L'échantillon obtenu montre alors deux bandes sur SDS-PAGE: une a 28 kDa (AQP1
non glycosylée) et une s'étalant entre 35 et 60 kDa correspondant a la glycosylation
d’AQP1. Environ 50% d'AQP1 serait glycosylée (Schulte et van Hoek, 1997; van Hoek et
al., 1995), contrairement aux observations de Denker et al. ou un monomere sur 4 serait

glycosylé (Denker et al., 1988).

AQP1 contient 5,4 kDa de monosaccharides constitués (en nombre de molécules) de:
fucose (2), galactose (8), galactosamine (1), glucosamine (13), mannose (3), acide N-acétyl
neuraminique (1) (van Hoek et al., 1995). Il a été montré une étroite association entre la
forme glycosylée et non glycosylée qui sont éluées en diméres dans un méme pic apres
solubilisation en OG et passage sur colonne. Cette association peut étre brisée apres action
a la PNGase F (clivant tous les types de N-glycosylations apres I'asparagine) (van Hoek et
al., 1995). Le passage d'une forme dimérique vers une forme monomeérique a également été

observé apres traitement a I'endo-p-galactosidase (clive spécifiquement les résidus

11.A.2. Purification a partir des globules rouges humains
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galactosyl) mais pas avec I'exo-p-galactosidase (Schulte et van Hoek, 1997). Ces résultats
pourraient suggeérer que le polylactose amine, et non les saccharides terminaux, serait
impliqué dans l'interaction entre les hétéromonomeres. Cependant, AQP1 purifiée et
déglycosylée s'assemble en tétrameres dans les protéoliposomes reconstitués et sa fonction
n'est pas altérée (van Hoek et al., 1995). Par contre, d'autres auteurs ont montré que les
tétrameres étaient toujours présents apres solubilisation dans I'OG (Smith et Agre, 1991;
Walz et al., 1994b). Le coefficient de sedimentation calculé a partir d'/AQP1 solubilisée
dans le SDS est de 2 S, il est de 5,7 S dans des conditions non dénaturantes (1% Triton X-

100) (Smith et Agre, 1991).

11.A.3. Structures bi- et tridimensionnelles

La microscopie électronique sur tissus congelés permet de visualiser certaines
protéines membranaires sous forme de particules intramembranaires. Cette approche a
donné une premiere information sur l'assemblage oligomérique et sur l'organisation
membranaire d'’AQP1. Les travaux menés sur les membranes cellulaires natives
(érythrocytes, cellules CHO (cellules issues d'ovaires de hamster chinois) transfectées avec
AQP1 et diverses membranes de rein) ou sur des protéoliposomes reconstitués ont révélé la
présence de tétrameres dans ces membranes (Verbavatz et al., 1993). Le calcul du diametre
des particules observées pour AQP1 dans la membrane du globule rouge, est en accord
avec un assemblage tétramérique. Des travaux semblables de cryofracture de
protéoliposomes reconstitués avec AQP1 effectueés apres suppression de la partie C-
terminale par digestion protéolytique a montré que ni I'oligomérisation, ni la fonction
d’AQP1 n'étaient altérées (Zeidel et al., 1994).
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Figure 11.6: Observation en microscopie électronique de membranes contenant AQP1

A, vésicules d'érythrocytes; B, protéoliposomes reconstitués avec AQP1, d'aprés Verbavatz et al. (1993)

Les analyses structurales d’AQP1 ont été rendues possibles par I'obtention de grandes
quantités de la protéine AQP1 purifiée a partir des globules rouges humains et par la
capacité de cette protéine a former des cristaux a 2 dimensions bien ordonnés aprés
reconstitution des protéines purifées en présence de phospholipides (Mitra et al., 1994;
Walz et al., 1994a; Walz et al., 1994b). Les cartes de projection d'échantillons en
coloration négative montrent un motif cristallin comportant huit zones a forte densité avec

un arrangement tétramérique autour d'un axe d'ordre 4.

Figure 11.7: Cartes de projection bidimensionnelles d'AQP1 a faible résolution

Walz etal., 1994a (20 A) Walz et al., 1994b (16 A) Mitra et al, 1994 (12 A)

En A et B, un tétramere est au centre du motif cristallin (cadre blanc); en C, un tétramére est entouré en
pointillé, chevauchant I'unité cellulaire encadrée. Seule la carte de projection de Mitra a été obtenue sur des

cristaux a deux dimensions d'AQP1 déglycosylée.

11.A.3. Structures bi- et tridimensionnelles
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Une reconstruction en trois dimensions a partir de différentes projections de cartes a
deux dimensions a pu étre obtenue. Celle-ci a révélé d'une part une orientation inversée des
tétrameres l'un par rapport a l'autre et d'autre part, une asymétrie du tétramere par rapport
au plan de la membrane (Walz et al., 1994a). La carte obtenue a 12 A de résolution montre
I'arrangement des monomeres l'un par rapport a l'autre. Les dimeéres sont arrangés deux a
deux autour d'un axe d'ordre 2. Chaque monomere est en forte interaction avec un

monomere d'un tétramere voisin dont I'orientation est inversée (Mitra et al., 1994).

Des cartes de projection a plus haute resolution sont représentées ci-dessous. Dans
tous ces clichés, le monomere d'AQP1 apparait sous une forme trapézoidale mais la région
centrale difféere. En glucose, la région centrale du monomere présente une densité elevée
alors qu'en glace amorphe, la densité est minimum. On observe également une différence
dans le nombre de pics a forte densité allant de 6-7 domaines (Mitra et al., 1995) a 8
domaines (Jap et Li, 1995; Walz et al., 1995). Cependant, des densités élevées peuvent
aussi correspondre a des projections d'hélices a, non perpendiculaires au plan de la

membrane mais penchées, ou bien a une juxtaposition de deux hélices.

Figure 11.8: Cartes de projection bidimensionnelles d’AQP1 a haute résolution

%.ﬁén%@\ﬁr

Walz et al, 1995 (6 A) Jap et Li, 1995 (3,5 A) Mitra, 1995 (5,8 A)

Les cartes de projection a deux dimensions ont été réalisés sur des cristaux a deux dimensions d'AQP1 inclus

dans le glucose (A et B) ou inclus en glace amorphe (C).
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C'est en 1997 qu'apparaissent les premiers clichés de diffraction en trois dimensions.
Les résultats mettent en évidence six hélices o en torsion formant un tonneau et montrent
la présence d'un axe de pseudo-ordre 2 (Cheng et al., 1997; Li et al., 1997; Walz et al.,
1997), en accord avec le motif répété en tandem d’AQP1 (Pao et al., 1991; Wistow et al.,
1991).

Figure 11.9: Cartes de projection tridimensionnelles d'AQP1

Cheng et al., 1997 (7 A) Lietal., 1997 (6 A)
Walz et al., 1997 (6 A)

On note un lien étroit entre les monomeéres des tétrameres adjacents par
I'intermédiaire de certaines hélices. Des pics de densité élevée au centre des monomeres
sont présents dans tous les clichés et ne sont pas interprétés de la méme fagon. Pour
certains, ils sont attribués aux boucles B et E contenant les motifs NPA (Cheng et al.,
1997; Walz et al., 1997), et pour dautres a deux segments transmembranaires
supplémentaires (Li et al., 1997). Une simulation de I'arrangement des segments
transmembranaires les uns par rapport aux autres a l'aide de divers logiciels a permis la
construction de différents modeles mais ces modeles doivent étre redéfinis en présence
d'une bicouche lipidique (Sansom et al., 1998).

La localisation exacte du pore hydrique dans la protéine reste inconnue. Une
structure a plus haute résolution sera nécessaire pour mieux définir le pore et comprendre

la spécificité des canaux hydriques.

11.A.3. Structures bi- et tridimensionnelles
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I11.B. LES MEMBRES DE LA FAMILLE MIP

11.B.1. Systemes d'expression hétérologue

La fonction et/ou la structure des protéines MIPs se détermine a partir de leur
expression dans différents systemes. Si la protéine est abondamment présente dans les
membranes (c'est le cas d'’AQP1 dans les hématies), elle peut étre directement purifiée a
partir de ce tissu en vue d'études structurales ultérieures ou pour étre reconstituée dans des
protéoliposomes. Cependant, dans la plupart des cas, la protéine est surexprimée dans des
systemes d'expression hétérologue tels que I'ovocyte de xénope, les cellules en culture, les
levures ou les bactéries. De tels systéemes permettent aussi I'expression de formes mutantes.

L’ ovocyte de xénope est un outil couramment utilisé pour I’étude fonctionnelle des
canaux et transporteurs exogéenes mais il ne permet pas de purifier la protéine exogene.
D'autre part, les permeabilités mesurées dans ce systeme (et dans les protéoliposomes
reconstitués) sont des valeurs globales qui sont proportionnelles a la densité des protéines
d'intérét exprimées a la surface de la membrane. Des méthodes ont été décrites pour
estimer le nombre de particules exogénes présentes sur la surface membranaire afin de
calculer les perméabilités unitaires (voir prochains chapitres). Dans certains systemes, il
faut également tenir compte de la contribution éventuelle d'une protéine endogéne ou d'un
mauvais adressage a la membrane.

L'avantage de la levure et de la bactérie est de pouvoir également produire la
protéine en grande quantité pour la purifier ensuite et la reconstituer dans des
protéoliposomes pour des études fonctionnelles ou structurales ultérieures. La mise au
point de l'expression des aquaporines dans la levure Saccharomyces cerevisiae a été
effectuée au laboratoire pour AQPL. Ces travaux montrent que la protéine est fonctionnelle
mais elle ne semble pas présenter de glycosylation (Laizé et al., 1995). Ce systéeme

d'expression a été utilisé par la suite pour I'expression d'’AQP2 (Coury et al., 1998).
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La protéine AQPO a été surexprimée dans la bactérie Escherichia coli (Dilsiz et
Crabbe, 1995). Les cellules d'insectes Sf9 ont aussi été utilisées pour exprimer et produire
une AQP4 fonctionnelle, qui peut étre reconstituée dans les protéoliposomes. Ce systeme
aboutit & une quantité d'environ 0,11 mg d'AQP4 par litre de culture (Yang et al., 1997). La
méthode de production de protéines MIPs dans les systemes d'expression hétérologue doit
encore étre améliorée puisque la quantité de protéines obtenue ne permet que la
reconstitution dans des protéoliposomes car elle est inférieure au milligramme.
Récemment, AQPZ a été surexprimée dans son systeme d'expression homologue
(Escherichia coli) et a permis la production d'une quantité suffisante d'AQPZ, 2,5 mg par

litre de culture, pour I'obtention de cristaux (Borgnia et al., 1999; Scheuring et al., 1999).

Les analyses fonctionnelles dans différents systemes sont donc complémentaires,
elles permettent de confirmer un résultat. Cependant, certaines formes mutantes de canaux
hydriques ne sont pas stables ou adressées a la membrane plasmique de lI'ovocyte (Jung et
al., 1994b; Lagree et al., 1998b; Mulders et al., 1997a; Mulders et al., 1997b; Preston et
al., 1993). Le choix d'un autre systéme d'expression peut donc étre une alternative comme
c'est le cas d'un mutant de l'aquaporine de Cicadella viridis (AQPcic) qui n'est pas

exprimée dans I'ovocyte mais qui I'est dans la levure (Lagree et al., 1998b).

11.B.2. Controverses au sujet de la sélectivité

MIPs de mammiféres:

Initialement, la détermination de la fonction d'’AQPO montrait qu'elle était un canal
ionique dépendant du voltage, également perméable aux petites molécules (Girsh et
Perrachia, 1985; Peracchia et Girsch, 1989; Shen et al., 1991). Cette fonction n'a pas été
confirmée apres expression dans I'ovocyte de xénope ou elle apparaissait plutét former un
canal hydrique avec une Ps 4 a 12 fois plus importante que celle des ovocytes contrdles
(Chandy et al., 1997; Mulders et al., 1995; Zampighi et al., 1995).

11.B.2. Controverses au sujet de la sélectivité
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Une autre équipe a reporté qu’AQPO permettait également le passage de glycérol
(Kushmerick et al., 1998). Un groupe n'a cependant pas observé de transport d'eau a
travers AQPO exprimée dans I'ovocyte de xénope ou reconstituée dans les protéoliposomes
(Verbavatz et al., 1994). Par ailleurs, les mémes auteurs n'ont pas observé la fonction de
canal hydrique admise d’AQP3 dans les mémes conditions (Ma et al., 1994).

Certaines équipes ont montré une sélectivitt moins restreinte d’AQPL. Son
expression dans les ovocytes de xénope augmenterait la perméabilité au CO, des
membranes (Nakhoul et al., 1998), celle-ci serait également sensible a I'application de
pCMBS (Cooper et Boron, 1998) et d'HgCl, (Prasad et al., 1998). Un transport de glycérol
a été observé dans des protéoliposomes reconstitués avec les AQP1 humaine, de rat et de
grenouille (Abrami et al., 1995b). L'AQP1 humaine et certains de ses mutants (C189S,
H108A, et H209A) ainsi que I'AQP2 humaine se sont aussi montrées perméables au
glycérol lorsqu'elles étaient exprimées dans l'ovocyte de xénope (Abrami et al., 1996).
Tous les mutants d'AQP1 transportent le glycérol, mais un seul ne transporte pas l'eau:
AQP1 H209A. Il aurait été intéressant de voir si ce mutant était bien exprimé a la
membrane plasmique, et dans la négative, si le transport de glycérol observé pourrait
provenir d'une protéine endogéne de l'ovocyte de xénope puisque personne n'a reproduit
ces résultats. Des protéoliposomes contenant AQP1 ont une perméabilité a I'urée
équivalente a celle des liposomes témoins montrant qu'AQP1 n'est pas perméable a l'urée
(Abrami et al., 1995b; Van Hoek et Verkman, 1992; Zeidel et al., 1992). Par contre, la
mesure de la perméabilité a l'urée a une étape précédant la reconstitution, c'est a dire sur
des vésicules d'érythrocytes traitées au KI, montrent une perméabilité a l'urée élevée. Le
traitement subséquent au NLS a 2% suffit apparemment a enlever les protéines
responsables du transport d'urée présentes dans les membranes d'hématies (Van Hoek et
Verkman, 1992). Il a été montré que des ovocytes de xénope exprimant AQP1 avaient non
seulement une permeabilité hydrique augmentée apres addition de forskoline (augmentant
le taux d’AMPc) et de 8-bromo-AMPc mais présentaient aussi une perméabilité accrue
aux cations (Yool et al., 1996). Ces expériences ont été effectuées par d'autres auteurs

mais n'ont pas été reproduites (Agre et al., 1997).
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Il a été observé par Zeuthen et al. que la perméabilité hydrique a travers AQP3
exprimée dans I'ovocyte de xénope variait entre pH 5,5 et 7, avec un P maximum a pH
supérieur a 7 et une absence de Ps a pH inférieur a 5,5. Un effet sur la perméabilité au
glycerol est aussi observé entre pH 5,8 et 6,25, avec une Pgy maximum a pH supérieur a
6,25 et une absence de Pgy a pH inférieur a 5,8. Dans la gamme de pH compris entre 5,8 et
6,2, le canal permet le passage de glycérol mais le passage d'eau est tres faible. Les auteurs
pensent qu'un modeéle dans lequel les molécules d'eau et de glycérol traversent le pore par
une succession de liaisons hydrogenes avec des résidus de la protéine possédant des
groupes titrables avec un certain pK serait a envisager. Le glycérol pourrait donc entrer en
compétition avec I'eau au niveau des sites en commun (Zeuthen et Klaerke, 1999).

Tres récemment, il a été montré que des ovocytes exprimant AQP6, incubés avec 0,3
mM de mercure (qui est en général un inhibiteur) ou bien en présence d'un pH acide (4,0),
présentaient non seulement une perméabilité hydrique élevée mais aussi un courant
ionique. Le courant observé est plutdt sélectif pour les anions, mais la mutation K72E

modifie la sélectivité du canal, favorisant le courant cationique (Yasui et al., 1999a).

Afin de préciser la valeur des perméabilités unitaires et la sélectivité de certains
canaux hydriques (AQPO a 5), les protéines ont été étiquetées afin de quantifier
équitablement I'expression a la membrane d'ovocytes par immunofluorescence a l'aide du
méme anticorps. Une hétérogénéité est observée: AQP4 posseéde une pr bien supérieure a
AQP2 et AQP3, et AQPO semble étre trés peu perméable a I'eau, ces différences pourraient
étre attribuées a la longueur du pore (Meinild et al., 1998b) (figure 11.10). De plus, seule
AQP3 est perméable au glycérol (Yang et Verkman, 1997). Une autre équipe a calculé les
pr d'AQPO et d’AQP1 exprimées dans l'ovocyte de xénope a partir de Ps et de la densité des
protéines membranaires exogénes a la surface des ovocytes grace a la microscopie
électronique apres cryofracture. La capacité de transport d'eau est 100 fois plus puissante
pour le canal AQP1 que pour le canal AQPO (Chandy et al., 1997; Zampighi et al., 1995).

11.B.2. Controverses au sujet de la sélectivité
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MIPs de plantes:

La fonction de Nod26 n'était pas bien connue et elle semblait se comporter comme
AQPO en formant un canal ionique (Weaver et Roberts, 1992), mais elle s'est avéree étre
perméable a l'eau et au glycérol (Dean et al., 1999). Nt-TIPa est surtout perméable a
I'urée (Gerbeau et al., 1999). NtAQPL1 est perméable au glycérol (Biela et al., 1999).

Un modele simple pour comprendre la sélectivité des canaux hydriques est le
mécanisme d'exclusion par la taille, initialement proposé par Heller et al. en 1980 pour
GIpF (Heller et al., 1980). Ce modéle est basé sur I'hypothése que si un soluté est capable
de traverser le pore, le flux d'eau sera diminué en réponse a un gradient osmotique impose
par ce soluté, et pour un méme soluté, plus le flux d'eau est diminué, moins le pore du
canal discrimine entre I'eau et le soluté (Meinild et al., 1998b). La mesure du coefficient de
réflexion, o, refléte la capacité ou l'incapacité des solutés a passer a travers le pore
hydrique, c'est a dire a étre réflechis par la membrane (c=1), ou a franchir cette membrane
(o<1). Si le flux d'eau Jv obtenu avec un composé imperméant est egal a Ps x An (An:
différence de pression osmotique), alors, le flux d'eau Jv' obtenu avec un composé non
imperméant sera égal a Pr x An x o, avec o inférieur a 1. Le coefficient de réflexion sera
donc équivalent au rapport du flux d’eau mesuré en présence du compose perméant sur le

flux d'eau mesuré en présence du composé imperméant.
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La combinaison de la permeabilité hydrique unitaire et de la mesure de sigma pour le
formamide peut donner une évaluation de la forme du pore des canaux hydriques (Meinild

et al., 1998b) (voir schema suivant).

Figure 11.10: Schéma de la forme supposée des pores de quelques canaux hydriques

pf = pf > pf <
Oformamide =1 G QSE; Ej AQP4
Gtormamide <1 AQP3

Une valeur de ¢ égale a 1 montre un pore de diameétre étroit comme c'est le cas pour AQP1, AQP2 et AQP4
mais la p; d'/AQP4 étant plus élevée, la longueur de son pore pourrait étre plus petite. La valeur de ¢ d'AQP3
étant inférieure a 1 et sa p; étant inférieure a celles d'/AQP1 et d'’AQP2, son pore serait plus large et plus
long. D'aprés Meinild et al., 1998b.

Cependant, I'existence de facilitateurs de glycérol non perméables a I'eau pourrait

suggerer un mécanisme différent.

Pour les calculs de o, les auteurs trouvent qu'AQP3 permettrait un passage important
de formamide et de glycérol mais ne serait pas perméable a l'urée. D'autre part, AQP4
serait légerement perméable au glycérol. Ces résultats ne sont pas en accord avec la
littérature. Ces calculs ne tiennent pas compte d'éventuels transporteurs de solutés ou de
canaux hydriques endogeénes, qui pourraient expliquer ces valeurs de sigma obtenues. La
figure ci-dessous montre une explication possible les valeurs de ¢ obtenues pour AQP3

avec l'urée et AQP4 avec le glycérol.

11.B.2. Controverses au sujet de la sélectivité

41



Figure 11.11: Explication possible des valeurs de o obtenues par Meinild et al. (1998) pour AQP3 et
AQP4

Protéine
endogéne

Protéine

eau endogéne

La valeur inférieure a 1 pour le glycérol a travers AQP4 pourrait mettre en cause l'activité d'une protéine de
I'ovocyte transportant I'eau et le glycérol, de méme que la valeur de sigma égale a 1 pour l'urée a travers

AQP3 pourrait impliquer un canal hydrique endogéne de I'ovocyte sélectivement perméable a I'eau.

Des protéines ne faisant pas partie de la famille MIP se sont montrées perméables a
I'eau comme le transporteur de glucose dépendant du sodium, SGLT1 (Loo et al., 1996;
Meinild et al., 1998a), les échangeurs K*/CI" (Zeuthen, 1994) ou lactate/H™ (Zeuthen et al.,
1996), ou le CFTR stimulée par 'AMPc (Hasegawa et al., 1992).

11.B.3. Controverses au sujet de la régulation

MIPs de mammiféres:

La phosphorylation de certaines protéines de la famille MIP avait déja été décrite
précedemment. Par exemple, la phosphorylation par la PKA sur la sérine 243 activait la
fermeture du canal voltage-dépendant de la protéine AQPO, sa fonction de canal hydrique
n'était alors pas connue (Ehring et al., 1992).

L'incubation ou l'injection directe de 8-bromo-AMPc (activant la PKA) (Patil et al.,

1997) ou de forskoline (Yool et al., 1996) sur des ovocytes exprimant AQP1 augmenterait
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leur perméabilité hydrique, suggérant que I'augmentation d'activité de I'aquaporine-1 passe
par un mécanisme mettant en jeu la voie de la PKA. La séquence consensus typique de
phosphorylation des protéines, Arg-Arg-X-Ser/Thr, est absente dans I'AQP1, mais de
nombreuses protéines phosphorylées par une protéine kinase dépendante de I'AMPc ne
présente seulement que la séquence Arg-X-Ser qui pourrait étre le site de phosphorylation
sur AQP1 (Pearson et Kemp, 1991). Sur des cellules LLC-PK1 (cellules épithéliales de
rein de porc) transfectées avec AQP2, la vasopressine induit une nette augmentation de
I'expression a la membrane plasmique d'AQP2 ainsi qu'une élévation de la perméabilité
hydrique. Lorsque la transfection a lieu avec AQP1, la vasopressine n'induit pas
d'augmentation de la perméabilité hydrique (Katsura et al., 1995). Paralléelement, aucune
élévation de I'expression d'AQP1 n'a été observée dans le cortex, et dans les médullaires
interne et externe de rein de rat auxquels on a administré de la vasopressine (Terris et al.,
1996). Les travaux de Jeng et al. ont montré que I'expression d'AQP1 endogéne dans la
lignée cellulaire mIMCD3 (cellules du canal collecteur de médullaire interne de souris)
était induite par un milieu hypertonique contenant 400 mosm/l de NaCl. Un effet
synergique de la vasopressine sur le NaCl est observé aussi bien au niveau de 'ARNm que
de la protéine (Jeng et al., 1998).

Dans les cholangiocytes, I'insertion d'/AQP1 a la membrane plasmique serait induite
par la sécrétine (Marinelli et al., 1997).

Par contre, lI'application de I'normone peptidique natriurétique qui joue un role
important dans la régulation de I'noméostasie (formation d'urine hypertonique dans la
médullaire rénale, production de liquide cérébrospinal dans le cerveau et sécrétion de
I'numeur aqueuse dans I'eil) bloque I'augmentation de perméabilité hydrique médiée par
AQP1 (Patil et al., 1997).

11.B.3. Controverses au sujet de la régulation
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Une séquence consensus de phosphorylation par la protéine kinase dépendante de
I'AMPc (PKA):Arg-Arg-GlIn-Ser, se trouve en position 253 & 256 (Kuwahara et al., 1995)
de I'AQP2. Cette phosphorylation n'altére pas la fonction de canal hydrique (Lande et al.,
1996), mais au contraire, serait nécessaire a l'adressage d'’AQP2 a la membrane apicale,
dépendante de I'AMPc (Fushimi et al., 1997). La vasopressine se fixe sur un récepteur V2,
couplé a I’adénylate cyclase, situé sur la membrane basolatérale. L'augmentation d'AMPc
induit la phosphorylation de protéines et I’adressage des vésicules contenant AQP2 a la
membrane apicale. Les étapes de régulation de I'AQP2 par I'hnormone antidiurétique
mettraient en jeu différentes protéines. Certaines, en effet seraient colocalisées avec AQP2
dans les mémes vésicules, comme la cellubrevine (Franki et al., 1995) ou la syntaxine-4
(Mandon et al., 1996). Le signal d'adressage d'AQP2 a la membrane apicale dans les
cellules LLC-PK1 serait situé dans I'extrémité C-terminale puisque l'addition de la GFP
(green fluorescent protein) a cette extrémité rend la protéine constitutivement exprimée
aux membranes apicales et basolatérales (Gustafson et al., 1998).

Dans le cortex et les médullaires interne et externe de rein de rat auxquels on a
administré de la vasopressine, une augmentation d'expression d’AQP3 a été observée
(Terris et al., 1996). Dans une lignée de cellules épithéliales humaines de voie aérienne, la
dexaméthasone, un corticostéroide, y induit I’expression d’AQP3 (Tanaka et al., 1997).
Dans les cellules pulmonaires, I'ovocyte de xénope et les cellules CHO, il a été montré une
régulation de l'activité de I'AQP3 dépendante du CFTR en présence d'’AMPc (Schreiber et
al., 1999).

Il a été observé une régulation par la PKC de I'activité d'/AQP4. La sérine 180 dans la
boucle D pourrait étre le site de phosphorylation (Han et al., 1998).

AQP6 aurait une activité de transport hydrique et de transport d'anions a pH acide

(voir chapitre précédent) (Yasui et al., 1999a).
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La régulation possible de certains canaux hydriques par le pH a aussi été proposée

par Engel et al. (Engel et al., EMBO J., sous presse).

MIPs de batraciens:

Une augmentation de I'expression de FA-CHIP est observée dans la vessie de

grenouille acclimatée a un environnement salé (Abrami et al., 1995a).

MIPs de plantes:

Lorsque la sérine 262 de NOD26 est phosphorylée par une protéine kinase
dépendante du calcium, l'entrée de malate est stimulée (Miao et al., 1992; Weaver et
Roberts, 1992). La perméabilité hydrique d'une autre aquaporine présente chez les plantes,
homologue a AQP1, a-TIP, est également stimulée par I'AMPc et la forskoline (Maurel et
al., 1995). PM28A, un canal hydrique d'épinard est régulé par la phosphorylation
(Johansson et al., 1998). Le stress osmotique induit I'augmentation des ARNm codant pour
BobTIP26-1 dans le chou-fleur (Barrieu et al., 1999).

MIPs de microorganismes:

C'est par Fpsl que la levure controlerait I'accumulation de glycérol (Luyten et al.,
1995; Tamas et al., 1999). La délétion de la partie N-terminale induit la perte de régulation

osmotique du canal (Tamas et al., 1999).

11.B.3. Controverses au sujet de la régulation
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Les organismes unicellulaires sembleraient s'adapter aux changements d'osmolarité
extracellulaires non pas en transportant I'eau mais plutdt en transportant ou en produisant
des solutés. Certains postulent que les canaux hydriques de ces organismes ne seraient pas
localisés dans les membranes plasmiques mais dans les membranes de compartiments
internes (comme les protéines TIPs dans le tonoplaste des plantes) pour minimiser
I'établissement du gradient osmotique entre ces compartiments et le cytosol. La localisation
précise d'AQPZ dans la bacteérie et des aquaporines de levure n‘ont pas eté determinées.

Au cours de I'évolution, les aquaporines des organites cellulaires ont pu avoir accés a
la membrane plasmique par fusion membranaire grace a l'exocytose.

Ainsi, la colocalisation d'/AQP3 et d'/AQP4 peut s'expliquer de cette fagon. Alors
qu'AQP3 aurait toujours été localisee a la membrane plasmique, AQP4 aurait trouvé sa
place aprés exocytose des endosomes, tout comme AQP2 apres activation par la

vasopressine. C'est une supposition d'Ishibashi et al. (Ishibashi et Sasaki, 1998).
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11.B.4. Comparaison des structures primaires

Un arbre phylogénétique realisé sur plusieurs protéines de la famille MIP a permis de
distinguer les trois classes de protéines décrites précédemment (Park et Saier, 1996).

La comparaison des structures primaires suivante est restreinte volontairement aux
protéines MIP de mammiferes qui ne comportent que des aquaporines et des
aquaglycéroporines. 1l ne faut cependant pas omettre la troisieme sous-famille composée
des facilitateurs de glycérol, que l'on ne trouve pour le moment que chez les
microorganismes, mais qui est aussi intéressante puisque ses membres ne sont pas

perméables a I'eau.

L’ alignement de séquence suivant effectué entre les canaux hydriques de rat montre
des différences de taille dans certaines parties, notamment dans les boucles C et E. On note
le rassemblement des aquaporines (0, 1, 2, 4, 5, 6) et des aquaglycéroporines (3, 7, 9).
AQP8 est isolée mais possede une plus forte homologie avec I’AQP7. Il est vrai que

suivant lI'espece, sa sélectivité varie.

11.B.4. Comparaison des structures primaires
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Figure 11.12: Alignement des canaux hydriques de rat

™1
RAtAQP2  —m— oo MWELRS——--———-—— I AFSRAVLAEFLATLLFVFFGLGSAL=-QW 34
RAtAQP5 ~ ———mmmmmmmmmmmmm MKKEVCS-———————— LAFFKAVFAEFLATL IFVFFGLGSAL--KW 35
2N 710 =1 [ ——— SIS ——— ASFWRAIFAEFFATLFYVFFGLGSSL--RW 32
RN 710 7 —— MEPGLCNRAYLLVGGLWTA I SKALFAEFLATGLYVFFGVGSVL--PW 45
RAtAQPL  —m— oo MASE-IKK-————————— KLFWRAVVAEFLAMTLFVFISIGSALGFNY 37
RatAQP4 MSDGAAARRWGKCGPPCSRES IMVAFKGVWT === ——————— QAFWKAVTAEFLAMLIFVLLSVGSTI--NW 59
RatAQP3 - —————— MGRQKELMNR-CGEMLH IRYRLLRQALAECLGTL ILVMFGCGSVAQVVL 48
RatAQP9 - MPSEKDGAKKSLMQRLALKSRIAKETLSEFLGTFIMIVLGCSSIAQAVL 49
RatAQP7 W -——————mmmmmmmeee e MAG--SVLEN---1QSVLQKTWVREFLAEFLNTYVLMVFGLGSVAHMVL 44
RatAQP8 W -------- MSGEQTPMCSMDLRE IKGKETNMADSYHGMSWYEQY IQPCVVELLGSALFIFIGCLSVIE-NS 62
- * - - - *
A ™2 B
RatAQP2 ASS----- PPSVLQIAVAFGLGIGILVQALGHVSGAHINPAVTVACLVGCHVSFLRAAFYVAAQLLGAVAG 100
RatAQP5 PSA----- LPTILQISIAFGLAIGTLAQALGPVSGGHINPAITLALLIGNQISLLRAVFYVAAQLVGAIAG 101
RatAQPO APG----- PLHVLQVALAFGLALATLVQTVGHISGAHVNPAVTFAFLVGSQMSLLRAFCY IAAQLLGAVAG 98
RatAQP6 PVA-—--- LPSVLQVAITENLATATAVQISWKTSGAHANPAVTLAYLVGSHISLPRAVAY 1AAQLAGATVG 111

RatAQP1 PLERNQTLVQDNVKVSLAFGLS IATLAQSVGHISGAHSNPAVTLGLLLSCQISILRAVMY 11AQCVGAIVA 108
RatAQP4 GGSEN-PLPVDMVLISLCFGLS IATMVQCFGHISGGH INPAVTVAMVCTRKISIAKSVFYITAQCLGAIIG 129
RatAQP3 SRGT----HGGFLTINLAFGFAVTLAILVAGQVSGAHLNPAVTFAMCFLAREPWIKLPIYTLAQTLGAFLG 115
RatAQP9 SRER----FGGIITINIGFASAVVMALYVTFGISGGH INPAVSFAMCAFGRMEWFKFPFYVGAQFLGAFVG 116
RatAQP7 G-ER----LGSYLGVNLGFGFGVTMG IHVAGG I SGAHMNPAVTFTNCALGRMAGRKFP I YVLGQFLGSFLA 110

RatAQP8 P-———e=- NTGLLQPALAHGLALGL I IATLGNISGGHFNPAVSLAVTLVGGLKTMLL IPYWVSQLFGGMIG 126
- - . . **_* ***::_ * _* *_ .
TM3 C T™4 D
RatAQP2 AAILHEITPVEIRGDLAVNALHNN-=-==——————————— ATAGQAVTVELFLTMQLVLCIFASTDERRGDN 156
RatAQP5 AGILYWLAPLNARGNLAVNALNNN-=-=——=———————— TTPGKAMVVELILTFQLALCIFSSTDSRRTSP 157
RatAQPO AAVLYSVTPPAVRGNLALNTLHAG---———————————- VSVGQATTVEIFLTLQFVLCIFATYDERRNGR 154
RatAQP6 AALLYGVTPGGVRETLGVNVVHNS - —————————————- TSTGQAVAVELVLTLQLVLCVFASMDSRQT-- 165
RatAQP1 SAILSGITSSLLENSLGRNDLARG--—======—————— VNSGQGLGIEINIGTLQLVLCVLATTDRRRRDL 164
RatAQP4 AGILYLVTPPSVVGGLGVTTVHGN-========—————— LTAGHGLLVEL I ITFQLVFTIFASCDSKRTDV 185

RatAQP3 AGIVFGLYYDAIWAFAGNELVVSGPNGTAG IFATYPSGHLDMVNGFFDQF IGTAAL IVCVLAIVDPYNNPV 186
RatAQP9 AATVFGIYYDGLMAFAGGKLLVVGENATAFIFATYPAPFISTPGAFVDQVVSTMFLLL IVFAMFEDSRNLGY 187
RatAQP7 AATTYLIFYGAINHYAGETLLVTGPKSTANIFATYLPEHMTLWRGFVDEVFVTGMLQLCIFAITDKLNSPA 166

RatAQP8 AALAKVVSPEERFWNASGAAFAIVQ---————————- EQEQVAEALGVEIVMTMLLVLAVCMGAVNEKTMG 185
TM5 E TM6
RatAQP2 -LGSPALSIGFSVTLGHLLGIYFTGCSMNPARSLAPAVVTGKFD-DHWVFWIGPLVGAI IGSLLYNYLLFP 225
RatAQP5 -VGSPALSIGLSVTLGHLVGIYFTGCSMNPARSFGPAVVMNRFSPSHWVFWVGP IVGAMLAAILYFYLLFP 227
RatAQPO -MGSVALAVGFSLTLGHLFGMYYTGAGMNPARSFAPAILTRNFS-NHWVYWVGP I IGGGLGSLLYDFLLFP 223
RatAQP6 -LGSPAAMIGTSVALGHL 1G1YFTGCSMNPARSFGPAV IVGKFA-VHWIFWVGPLTGAVLASLIYNFILFP 234
RatAQP1 -GGSAPLAIGLSVALGHLLAIDYTGCGINPARSFGSAVLTRNFS-NHWIFWVGPFIGSALAVLIYDFILAP 233
RatAQP4 -TGSVALAIGFSVAIGHLFAINYTGASMNPARSFGPAV IMGNWE-NHWIYWVGP I IGAVLAGALYEYVFCP 254

RatAQP3 PRGLEAFTVGLVVLVIGTSMGENSGYAVNPARDFGPRLFTALAG---WGSEVFTTGQNWWWVPIVSPLLGS 254
RatAQP9 PRGLEPVVIGLLI1VLSCSLGLNSGCAMNPARDLSPRLFTALAG---WGFEVFTVGNNFWWIPVVGPMIGA 255
RatAQP7 LQGTEPLMIGILVCVLGVSLGMNTGYAINPSRDLPPRFFTFIAG---WGKKVFSAGNNWWWVPVVAPLLGA 234

RatAQP8 --PLAPFESIGFSVI1VDILAGGG I SGACMNPARAFGPAVMAGYWD-FHWIYWLGPLLAGLFVGLLIRLFIGD 253
-k - - -k mkk-Kk - * - - -
RatAQP2 SAKSLQERLAVLKG---LEPDTDWEEREVRRRQSVELHSPQSLPRGSKA--———————————————————— 271
RatAQP5 SSLSLHDRVAVVKGT--YEPEEDWEDHREERKKTIELTAH-——— == === === — e 265
RatAQPO RLKSVSERLSILKG---ARP-SDSNGQPEGTGEPVELKTQAL-——-———————————— = ——— 261
RatAQP6 DTKTVAQRLAILVGTTKVEKVVDLEPQKKESQTNSEDTEVSV-—-——= === === —— - ———— 276
RatAQP1 RSSDFTDRMKVWTSG-QVEEYD---LDADD INSRVE----- MKPK-= === e 269
RatAQP4 -DVELKRRLKEAFSK-AAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDL I LKPGVVHV ID IDRGDEKKGKDSSGEVLSSV 323
RatAQP3 1GGVFVYQLMIGCHLEQPPPSTEAENVKLAHMKHKEQI - === === === —— 292
RatAQP9 FLGGL 1Y ILFIQVMHHSKLDPDMKAEPSENNLEKHELSVIM--— === === — === - — - ———— 295
RatAQP7 N SEIl - — HAG— IPPQGS === === 269
RatAQP8 EKTRLILKSR-=======-— oo o 263

Alignement de séquence obtenu grace au logiciel ClustalW. Les passages transmembranaires sont
représentés en gris. "*": résidus strictement conservés, ":":substitutions conservées, ".": substitutions semi-

conserveées.
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L'arbre phylogénétique représenté ci-dessous montre un regroupement des
aquaporines de rat au sommet de larbre (AQPO, -1, -2, -4, -5, -6) et des
aquaglycéroporines de rat a la base (AQP3, -7, -9). Notons que la position de I'AQP8 de rat

se situe dans le groupe des aquaglycéroporines.

Figure 11.13: Arbre phylogénétique des canaux hydriques de rat
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RatAQPO

—— RatAQP2
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L RatAQP4
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_____ RatAQP3

L RatAQP9

Arbre élaboré avec le logiciel ClustalW.

La localisation chromosomique des aquaporines humaines révele que AQPO, AQP2,
AQP5 et AQP6 sont colocalisées sur le méme chromosome 12g13. De plus, leur séquence
en acides aminés présente une grande similitude, suggérant qu'ils dérivent de la duplication

d'un méme gene (Ma et al., 1996a).

Nous avions noté des différences fonctionnelles inter-espéces dans les canaux

hydriques clonés récemment, en particulier pour AQP8 et AQP9.

11.B.4. Comparaison des structures primaires




En effet, alors que les AQP8 humaines et de rat sont sélectivement perméables a
I'eau (Ishibashi et al., 1997b; Koyama et al., 1998; Koyama et al., 1997), 'AQP8 de souris
est aussi permeéable a l'urée (Ma et al., 1997) mais ces résultats fonctionnels sont trop
récents et nécessitent d’étre reproduits. On observe de plus une incompréhension au niveau
de I'AQP9 puisqu'une des AQP9 clonee chez I'humain n'est pas perméable au glyceérol
(Ishibashi et al., 1998a).Tres récemment, les travaux de Tsukaguchi et al. sur I'AQP9
humaine ont pourtant montré une fonction similaire a celle d'/AQP9 de rat (Tsukaguchi et
al., 1998) avec une perméabilité & de nombreux petits solutés incluant le glycérol
(Tsukaguchi et al., 1999).

L'arbre phylogénétique ci-dessous a été réalisé grace aux alignements des séquences

des aquaglycéroporines dont le numero d'accession a été fourni par les auteurs.

Figure 11.14: Arbre phylogénétique des aquaglycéroporines et des AQP8

D25280 Homo sapiens AQP3 (18)
l_LE’.5108 Rattus norvegicus AQP3 (15)
LJD17695 Rattus rattus AQP3 (14)

AB000507 Rattus norvegicus AQP7 ( 24)
AB010100 Mus musculus AQP7 (29)
AB006190 Homo sapiens AQP7 (29)

| AB006190 Homo sapiens AQP9 (28)

_‘

ABO008775 Homo sapiens AQP9 (31)
AB013112 Rattus rattus AQP9 (34)

lAF016406 Rattus norvegicus AQP9 (32)

Les numéros d'accession de chaque protéine sont indiqués. Les numéros entre parenthéses correspondent aux

0.1

références indiquées dans le tableau |.2.
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On remarque que I'AQP9 humaine clonée par Kuriyama et al. en 1997 est la méme
protéine que I'AQP7 humaine clonée en 1998 par Ishibashi et al., elles ont aussi le méme
numéro d'accession AB006190. Ceci vient du fait que les auteurs ont trouvé seulement
68% d'identité entre cette protéine humaine (342aa) et I'AQP7 de rat (269aa), ce qui est
peu commun, puisqu'en général, l'identité de séquence est de I'ordre de 90% entre deux
espéces différentes. Cette différence n'est pas attribuée a la longueur des séquences N et C-
terminales (Ishibashi et al., 1998b). Les AQP8 de rat AF007775 et AB005547 sont
également identiques.

L'alignement de séquence ci-dessous réalisé sur les aquaglycéroporines et AQP8 de
mammiferes montre que pour une méme protéine, des différences inter-especes existent
dans toutes les régions de la protéine et surtout dans les séquences N et C terminales. On
note des régions relativement bien conservées comme le 1% et le 6™ passages
transmembranaires ainsi que la boucle B.

En géneral, il existe peu de différences entre le rat et la souris, ce qui se comprend
aisément. L'AQP8 posséde beaucoup de divergences avec les aquaglycéroporines, tant au
niveau de la taille de certains segments (boucles C et E), qu'au niveau de la composition en
acides aminés (presque toutes les parties sauf le début de la boucle B et le début de la

boucle E).

11.B.4. Comparaison des structures primaires
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Figure 11.15: Alignement de séquences des aquaglycéroporines et des AQP8

NOrvAQP3 (15) —-—————————mmm e MGRQKELMNRCGEMLH I RYRLLRQALAECLGTLILVMFGCGSVAQVVLSRGTHG 54
rratAQP3 (14) —-———————mmmmmmmmmmm MNRCGEMLH I RYRLLRQALAECLGTL I LVMFGCGSVAQVVLSRGTHG 47
hAQP3 (18) = ——————mmmmmmmme e MGRQKELVSRCGEMLH IRYRLLRQALAECLGTL ILVMFGCGSVAQVVLSRGTHG 54
ragp? (24) = ——mmmmmmmmmmmmmm MAGSVLEN 1QSVLQKTWVREFLAEFLNTYVLMVFGLGSVAHMVLGE-RLG 49
saqp? (29) = —mmmmmmmmmmmmmmm MAPRSVLET IQSVLQKNMVREFLAEFLSTYVMMVFGLGSVAHMVLGE-NSG 50
haqp? (29) ——-MVQASGHRRSTRGSKMVSWSV 1 AK I QE I LQRKMVREFLAEFMSTYVMMVFGLGSVAHMVLNK-KYG 65
rratagp9 (34) —-———-———mmmmm MPSEKDGAKKSLMQRLALKSR I AKETLSEFLGTFIMIVLGCSS IAQAVLSRERFG 55
rnorvagp9 (32) -----——————-—- MPSEKDGAKKSLMQRLALKSR I AKETLSEFLGTFIMIVLGCSS IAQAVLSRERFG 55
hagp9 (31) —————————mmm—m MQPEGAEKGKSFKQRLVLKSSLAKETLSEFLGTFILIVLGCGCVAQAILSRGRFG 55
sagp8 (27) MSGEQTPMCSMDLPEVKVKTS--MAGRCRVFWYEQYVQPCIVELVGSALFIFIGCLSV IENSPNT---- 62
ragp8 (26) MSGEQTPMCSMDLRE I KGKETNMADSYHGMSWYEQY I QPCVVELLGSALFIFIGCLSVIENSPNT---- 65
hagps (30) ~MSGE I AMCEPEFGNDKAREPS-VGGRWRVSWYERFVQPCLVELLGSALFIFIGCLSVIENGTDT---- 63

rnorvAQP3 (15) GFLTINLAFGFAVTLAILVAGQVSGAHLNPAVTFAMCFLAREPWIKLPIYTLAQTLGAFLGAGIVFGLY 123
rratAQP3 (14) GFLTINLAFGFAVTLAILVAGQVSGAHLNPAVTFAMCFLAREPWIKLPIYTLAQTLGAFLGAGIVFGLY 116

hAQP3 (18) GELTINLAFGFAVTLGILIAGQVSGAHLNPAVTFAMCFLAREPWIKLPIYTLAQTLGAFLGAGIVFGLY 123
raqp7 (24) SYLGVNLGFGFGVTMGIHVAGG I SGAHMNPAVTFTNCALGRMAGRKFP I YVLGQFLGSFLAAATTYLIF 118
saqp7 (29) SYLGVNLGFGFGVTMGVHVAGG I SGAHMNAAVTFTNCALGRMTWKKFPVYVLGQFLGSFSAAATTYLIFE 119
hagp7 (29) SYLGVNLGFGFGVTMGVHVAGR I SGAHMNAAVTFANCALGRVPWRKFPVYVLGQFLGSFLAAATIYSLE 134

rrataqp9 (34) GIHITINIGFASAVVMALYVTEGISGGHINPAVSFAMCVFGRMEWFKFPFYVGAQFLGAFVGAATVEGEY 124
rnorvaqp9 (32) GEITINIGFASAVVMALYVTEGISGGHINPAVSFAMCAFGRMEWFKFPFYVGAQFLGAFVGAATVEGIEY 124

haqp9 (31) GVITINVGESMAVAMA I YVAGGVSGGH INPAVSLAMCLFGRMKWFKLPFYVGAQFLGAFVGAATVEGILY 124
saqp8 (27) GLLQPALAHGLALGL I IATLGNISGGHFNPAVSLAVTVIGGLKTMLL IPYWISQLFGGL IGAALAKVVS 131
ragp8 (26) GLLQPALAHGLALGL I IATLGN I SGGHFNPAVSLAVTLVGGLKTMLL IPYWVSQLFGGMIGAALAKVVS 134
hagp8 (30) GLLQPALAHGLALGLVIATLGNISGGHFNPAVSLAAML IGGLNLVMLLPYWVSQLLGGMLGAALAKVVS 132

kK K-k Kk - -

rnorvAQP3 (15) YDAIWAFAGNELVVSGPNGTAGIFATYPSGHLDMVNGFFDQFIGTAALIVCVLAIVDPYNNPVPRGLEA 192
rratAQP3 (14) YDAIWAFAGNELVVSGPNGTAGIFATYPSGHLDMVNGFFDQFIGTAALIVCVLAIVDPYNNPVPRGLEA 185

hAQP3 (18) YDAIWHFADNQLFVSGPNGTAG IFATYPSGHLDMINGFFDQFIGTASL IVCVLAIVDPYNNPVPRGLEA 192
raqp7 (24) YGAINHYAGETLLVTGPKSTANIFATYLPEHMTLWRGFVDEVEVTGMLQLCIFAITDKLNSPALQGTEP 187
saqp7 (29) YGAINHFAGGDLLVTGSKATANIFATYLPEYMTLWRGFLDEAFVTGMLQLCLFAITDKKNSPALQGTEP 188
hagp7 (29) YTAILHESGGQLMVTGPVATAG I FATYLPDHMTLWRGFLNEAWLTGMLQLCLFAITDQENNPALPGTEA 203

rrataqp9 (34) YDGLMAFAGGKLLVVGENATAFIFATYPAPFISTPGAFVDQVVSTMELLLIVFAMEDSRNLGVPRGLEP 193
rnorvaqp9 (32) YDGLMAFAGGKLLVVGENATAFIFATYPAPFISTPGAFVDQVVSTMFELLL IVFAMEDSRNLGVPRGLEP 193

hagp9 (31) YDGLMSFAGGKLL I'VGENATAHIFATYPAPYLSLANAFADQVVATMILL I IVFAIFDSRNLGAPRGLEP 193

saqps (27) PEERFWNASGAAFAIVQ-——————————~— EQEQVAEALGIEI ILTMLLVLAVCMGAVNEKTMGP--LAP 186

ragp8 (26) PEERFWNASGAAFAIVQ-——————————~ EQEQVAEALGVE IVMTMLLVLAVCMGAVNEKTMGP--LAP 189

hagps (30) PEERFWNASGAAFVTVQ-——————————~— EQGQVAGALVAEI ILTTLLALAVCMGAINEKTKGP--LAP 187
g e )

rnorvAQP3 (15) FTVGLVVLVIGTSMGENSGYAVNPARDFGPRLFTALAGWGSEVFTTGQNWWWVPIVSPLLGSIGGVFVY 261
rratAQP3 (14) FTVGLVVLVIGTSMGENSGYAVNPARDFGPRLFTALAGWGSEVFTTGQNWWWVPIVSPLLGSIGGVFVY 254

hAQP3 (18) FTVGLVVLVIGTSMGENSGYAVNPARDFGPRLFTALAGWGSAVFTTGQHWWWYP IVSPLLGSIAGVFVY 261
ragp? (24) LMIGILVCVLGVSLGMNTGYAINPSRDLPPRFFTF IAGWGKKVFSAGNNWWWVPVVAPLLGAYLGGIVY 256
saqp7 (29) LVIGILVTVLGVSLGMNSGYAINPSRDLPPRLFTFIAGWGKQVFRAGNNWWWYPVVAPLLGAYLGGIVY 257
haqp7 (29) LVIGILVVIIGVSLGMNTGYAINPSRDLPPRIFTFIAGWGKQVFSNGENWWWVPVVAPLLGAYLGGI LY 272

rrataqp9 (34) VMVISLLITVLSCSPGLNSGCAMNPARDLSPRLFTALAGWGFEVFTVGNNFWWIPVVGPMIGAFLGGLIY 262
rnorvaqp9 (32) VVIGLLITVLSCSLGLNSGCAMNPARDLSPRLFTALAGWGFEVFTVGNNFWWIPVVGPMIGAFLGGLIY 262

hagp9 (31) 1AIGLLI 1VIASSLGLNSGCAMNPARDLSPRLFTALAGWGFEVFRAGNNFWWIPVV/GPLVGAVIGGLIY 262
saqp8 (27) FSIGFSVIVDILAGGS I SGACMNPARAFGP - —————————— AVMAGYWDFHW I YWLGPLLAGLFVGLLI 244
ragps (26) FSIGFSVIVDILAGGG I SGACMNPARAFGP -~ ————————— AVMAGYWDFHW I YWLGPLLAGLFVGLLI 247
haqp8 (30) FSIGFAVTVDILAGGPVSGGCMNPARAFGP - —————————— AVVANHWNFHW I YWLGPLLAGLLVGLLI 245
rnorvAQP3(15) QLMIGCHLEQPPPSTEAENVKLAHMKHKEQ N — === == = — oo o oo oo 292
rratAQP3(14) QLMIGCHLEQPPPSTEAENVKLAHMKHKEQ N~ === === — oo oo 285
hAQP3(18) QLMIGCHLEQPPPSNEEENVKLAHVKHKEQ | == == = —m oo 292
raqp7(24) LGLIHAG I PPQGS = = = = = = — 269
saqp7(29) LGL IHPS I PQDPQRLENFTARDQKVTASYKNAASAN- - = === = —— oo ISGSVPLEHF 303
haqp7(29) LVFIGST IPREPLKLEDSVAYEDHG I TVLPKMGSHEPT I SPLTPVSVSPANRSSVHPAPPLHESMALEHF 342
rrataqp9(34) ILFIQMHHSKLDPDMKAEPSENNLEKHELSY IM= === == ————m oo oo 295
rnorvagp9(32) ILFIQMHHSKLDPDMKAEPSENNLEKHELSY IM= === == === == mm oo oo 295
hagp9(31) VLVIE IHHPEPDSVFKAEQSEDKPEKYELSV IM= === === = — oo oo oo 295
saqp8(27) I I e = = T 261
raqps8(26) RLFIGDEKTRL I LKSR == = — m o e e e e 263
haqp8(30) RCFIGDGKTRL I LKAR = == = = — — o o oo 261

Alignement de séquence obtenu grace au logiciel ClustalW. Les passages transmembranaires sont
représentés en gris. "*": résidus strictement conservés, ":":substitutions conservées, ".": substitutions semi-

conservées.




CHAPITRE |l. STRUCTURE/FONCTION DES PROTEINES MIPs
11.B. LES MEMBRES DE LA FAMILLE MIP

11.B.5. Indépendance des monomeres d'AQP1

Il a été démontré que dans la membrane, l'aquaporine-1 possede une structure
tétramérique, mais on ignorait si I'eau passait par un pore unique au centre du tétramere ou
si chaque monomere possédait un pore.

Pour répondre a cette question, un test de coopérativité entre 'AQP1 sauvage et
I'AQP1 mutée C189S devenue insensible au mercure mais toujours fonctionnelle a été mis
au point. La coexpression de ces deux protéines dans I'ovocyte de xénope aboutit a une
perméabilité hydrique approchant la somme des perméabilités hydriques obtenues dans le
cas d'injections indépendantes. L'application de mercure n'inhibe que de 50% la fonction.
Les auteurs ont donc imaginé que les sous-unités se sont associées pour former un
complexe hétéromérique et que chaque sous-unité constituait un pore indépendant des
autres (Preston et al., 1993). Des expériences équivalentes ont été faites avec AQP1 C189S
et AQP1 C189G, fonctionnelles également (Zhang et al., 1993b) démontrant
I'indépendance des monomeres. L'hypothése a été supportée par van Hoek qui a démontré
grace a l'inactivation par radiations que l'unité fonctionnelle avait une taille de 30 kDa
correspondant & celle d'un monomeére (Van Hoek et al., 1991).

Cependant, il n'est pas évident de relier la valeur de la Pr avec l'association des
monomeres dans ce type d'expériences. De plus, il n'est pas possible de controler la
formation éventuelle d'’homotétrameres. Une approche plus correcte est de forcer la
formation des oligoméres voulus. Ainsi, la construction d'un dimére sauvage-sauvage
d’AQP1 a une Ps équivalente a celle obtenue avec une double quantité de monomeére
sauvage. Par contre, des diméres sauvage-mutants non fonctionnels (C189W) sont
fonctionnels, montrant ainsi que la présence du mutant non-fonctionnel n’inactive pas la
fonction du monomeére sauvage. Les auteurs concluent que la sous-unité seule est capable
de transporter I’eau (Shi et al., 1994). Leurs résultats ont été renforcés par I’effet du
mercure sur des ovocytes exprimant des diméres constitués d’AQP1 sauvage et du mutant

insensible au mercure (C189S).

11.B.5. Indépendance des monoméres d'’AQP1
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La permeabilité hydrique de tels ovocytes est inhibée d’environ 44%, c’est a dire de
moitié par rapport a la permeabilité des ovocytes exprimant la construction dimérique
sauvage-sauvage. On peut cependant également penser qu’il pourrait y avoir formation de
tétraméres par association des dimeéres et que le pore se situerait a I’intersection de deux

monomeres Sauvages.

I1.B.6. Implication de certains résidus dans la fonction, la structure ou

I'adressage

Le laboratoire de Nijmegen s'est investi dans la détermination de la sélectivité des
aquaporines en mesurant la fonctionnalité de chimeres construites entre AQPO et AQP2
dans lesquelles les boucles B et E ont été inversées. La plupart des chimeéres n'arrivent pas
a la membrane plasmique. Par contre, I'introduction de la boucle B d'AQPO dans AQP2 ne
réduit pas la perméabilité d’AQP2 et la boucle E d'AQP2 insérée dans AQPO n‘augmente
pas sa perméabilité, indiquant que d'autres parties de la protéine sont importantes dans la
détermination des caractéristiques du canal (Mulders et al., 1998b).

Une autre série de chimeres a été construite a partir d'AQPO et d'AQP1: la ségquence
C-terminale d’AQPO n'est pas responsable de sa diminution de fonction et le remplacement
de certaines parties d'AQPO par celles d'/AQP1 n'augmente pas non plus sa fonction
(Mulders et al., 1995).

Il a été veérifié qu'AQP2 était formée de 6 segments transmembranaires (Bai et al.,
1996). Le résidu responsable de l'inhibition par les agents mercuriels dans I'AQP2 de rat
est la cystéine 181, puisque le mutant AQP2-C181S est fonctionnel et insensible au
mercure dans l'ovocyte de xénope (Bai et al., 1996). Une autre équipe a cependant
démontré que ce méme mutant d'AQP2 chez le rat et I'numain, ainsi que le mutant C181A
d'’AQP2 chez le rat, n'étaient pas adressés a la membrane de I'ovocyte (Mulders et al.,
1997b). Par ailleurs, la glycosylation d’AQP2 n'est pas essentielle pour son adressage a la

membrane plasmique (Baumgarten et al., 1998). Bien qu'AQP4 ne soit pas sensible au
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mercure, les mutations en cystéine des résidus en position 70, 71, 72, 73 et 189 rend AQP4

sensible au mercure.

I1.B.6. Implication de certains résidus dans la fonction, la structure ou I'adressage
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De plus, les mutations consistant a placer un tryptophane a la place de la glycine 72
(boucle B) ou de l'alanine 188 (boucle E), rend la protéine non fonctionnelle, confirmant
I'nypothese que ces boucles sont impliquées dans la formation du pore (Shi et Verkman,
1996). L'augmentation d'activité d'AQP6 par le mercure impliquerait les cystéines 155 et
190, et la mutation du résidu lysine 72 en glutamate inverse la sélectivité du pore pour les
ions (Yasui et al., 1999a).

Le remplacement de la boucle C ou E d'AQP2 (aquaporine de mammifére) par la
partie correspondante de GlpF (transporteur de glycérol de E. coli) abolit la perméabilité
hydrique indiquant la mise en jeu de ces boucles dans la formation du pore hydrique. Les
boucles de GlpF ne sont cependant pas suffisantes pour former un pore permettant le
passage de glycérol puisque la perméabilité au glycérol de la chimeére est trés faible
(communication personnelle). D'autre part, la mutation A65C d'AQP2 correspondant a la
mutation A73C d'’AQP1 ne rend pas la protéine sensible au mercure et l'insertion de
quelques acides aminés ou la présence d'une glycosylation artificielle dans les boucles B et
E n'empéche pas sa fonction. Les auteurs en ont conclu que le modele du sablier n'était pas
un modele valable pour I'AQP2 et que la contribution des boucles C et D était importante

dans la formation du pore hydrique (Bai et al., 1996). Ils en ont déduit le modele suivant:

Figure 11.16: Modele proposé pour AQP2 par Bai et al., 1996

COOH

Les boucles C et D d'AQP2 seraient impliquées dans la formation du pore hydrique, d'apres Bai et al., 1996.
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Un travail équivalent réalisé avec les mutants d’/AQP2 impliqués dans le diabete
néphrogénique insipide a montré des résultats contraires puisque des substitutions de
résidus dans les boucles B et E abolissent la fonction alors que des mutations dans les
boucles C et E conduisent a un canal retenu dans le cytoplasme qui est cependant
fonctionnel (Deen et al., 1995; Deen et al., 1994; Mulders et al., 1997a; van Lieburg et al.,
1994).

Il est difficile de conclure quant aux parties de la protéine impliquées dans
l'adressage ou dans la fonction d'AQP2 puisque les mémes expériences réalisées par
différentes équipes n'aboutissent pas aux mémes résultats. D'autres résultats intéressants
sont rapportés par les travaux effectués sur les mutants d'’AQP2 impliqués dans le diabéte

néphrogenique insipide (annexe I11).

Enfin, des travaux d'analyses de sequences, réalisés par le laboratoire de I'Université
de Rennes, utilisant des outils statistiques ont mis en évidence 5 positions dans lesquelles
les résidus étaient tres spécifiques et conserves a l'intérieur d'une méme sous-famille mais
possédaient des propriétés physico-chimiques différentes entre chaque sous-famille
(Froger et al., 1998).

Figure 11.17: Position des 5 résidus conservés parmi les membres d'un sous-groupe et différents d'un

sous-groupe a l'autre

NH,
COOH

Quatre positions sur les cing sont situées dans la boucle E et dans le sixieme segment transmembranaire.

I1.B.6. Implication de certains résidus dans la fonction, la structure ou I'adressage
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En général, la premiere cause attribuée a un défaut d'adressage de protéines mutées
est leur repliement défectueux mais un défaut d'assemblage tétramérique correct n‘avait
jamais eté mis en cause. Des ovocytes exprimant des AQP1 mutées sur des résidus situés
pres des motifs NPA ont une faible perméabilité sans doute parce que la plupart ne vont
pas vers la membrane plasmique du fait d'une mauvaise oligomérisation (Mathai et Agre,
1999).

11.B.7. Etude de I'organisation membranaire

La structure tétramérique d'AQP1 pourrait étre importante pour la fonction (bien que
pour AQP1, chaque monomere est indépendamment fonctionnel) ou la stabilité. Rien ne
nous dit si les aquaporines perméables aux solutés ont une structure équivalente a AQP1
puisque leurs fonctions différent.

Si leurs structures sont identiques, il faut se demander si les solutés passent par le
méme pore que I'eau ou par un pore distinct, par exemple au centre du tétramere. 1l se
pourrait également que la structure soit différente.

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour I'étude de I'oligomérisation des canaux
hydriques de mammiféres. Les observations ont eu lieu directement sur les membranes a
I'aide de la microscopie électronique ou encore aprés cristallisation grace a la diffraction
aux rayons X. L'étude a également été réalisée a partir de protéines solubilisées grace aux
détergents non dénaturants par diverses approches biochimiques. Dans tous les cas étudiés,
la protéine est soit présente nativement dans les membranes (globule rouge, cellules
rénales...), ou bien elle y est présente artificiellement par expression hétérologue (levure,

ovocyte) ou reconstitution (protéoliposomes...).
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Etudes biochimiques

Mathai et Agre ont pu exprimer dans la levure des dimeres contenant différentes
combinaisons d'’AQP1 sauvage et mutants non fonctionnels (A73M et C189M) dans le but
de déterminer si une déstabilisation des domaines contenus dans les boucles B et E peuvent
perturber les interactions entre sous-unités adjacentes. Ils ont ainsi démontré que les
résidus alanine en position 73 et sérine en position 189 contribuent a l'assemblage du
tétramere (Mathai et Agre, 1999). La structure d'’AQP1 observée a 6A de résolution (Walz
et al., 1997) montre que les points de contact entre sous-unités adjacentes sont contenus
dans les hélices transmembranaires 1 et 3. Une mutation unique dans la boucle B peut donc
conduire a la déstabilisation des domaines transmembranaires 2 et 3. Ainsi, la mutation
peut provoquer une perturbation dans I'orientation de I'hélice 3 qui interagirait avec I'hélice
transmembranaire 1 de la sous-unité voisine.

La formation tétramérique d’AQP2 a été démontrée par les approches biochimiques
(Kamsteeg et al., 1999). Certaines des mutations d’AQP2 sont responsables du diabéte
néphrogénique insipide (annexe Il1l). Dans la plupart des cas, ce sont des formes
autosomiques récessives chez les hétérozygotes et ces mutations conduisent a un défaut
d'adressage d’AQP2. Dans ce cas, les protéines mutées sont détruites et elles ne s'associent
pas aux protéines sauvages pour former des hétérotétrameres, les protéines sauvages ne
sont donc pas retenues dans le cytosol et peuvent s'insérer dans la membrane apicale.
L'explication d'une forme dominante, la mutation de I'acide glutamique en position 258 en
lysine, est maintenant éclaircie. Elle est due a la rétention dans le cytosol
d'hétérotétrameres formés entre I'AQP2 sauvage et AQP2-E258K alors que les
homotétrameres ne sont pas formés (Kamsteeg et al., 1999).

Deux formes d'AQP4 ont été trouvées dans le cerveau, M1 et M23, codées par le
méme ARNmM possédant deux sites d'initiation de la traduction. Des expériences de vitesse
de sédimentation en gradients de saccharose et d'immunoprécipitation ont permis
d'observer la formation d'hétérotétrameéres composés de ces deux isoformes (Neely et al.,
1999).

11.B.7. Etude de I'organisation membranaire
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Il était communément admis que la structure tétramérique d'AQP1 était adoptée pour
tous les autres canaux hydriques quelque soit leur sélectivité, méme si on pensait que les
aquaglyceéroporines, du fait de leur différence de fonction et de sequence par rapport aux
aquaporines, pouvaient adopter une structure quaternaire autre que tétramérique. L'équipe
de Rennes a observé par des études biochimiques une structure monomérique pour GlpF et
des changements fonctionnels (passage aquaporine a non fonctionnelle ou facilitateur de
glycérol) et structuraux (passage tétramere a monomere) de certaines AQPcic mutées. La
mutation S205D d'AQPcic induit la formation d'une protéine non fonctionnelle et
monomeérique. La double mutation Y222P/W203L (changement des acides aminés
d'’AQPcic par ceux de GlpF aux positions P4 et P5 situées dans le sixiéme passage
transmembranaire, décrits précedemment,) fait perdre a AQPcic sa capacité a transporter
I'eau mais lui fait acquérir la capacité a transporter le glycérol, de plus, la protéine mutée
parait monomerique (Lagree et al., 1999; Lagree et al., 1998a).

Des études biochimiques ont été menées sur AQPZ purifiée a partir de son systéeme
d'expression homologue E. coli (Borgnia et al., 1999). La protéine, solubilisée par le
dodécyl maltoside (DM) et soumise a un gradient de saccharose, existe sous une forme
tétramérique. Ce tétrameére est résistant a la trypsine et sa dissociation n'a pas lieu en
présence de 1% de SDS a pH neutre. Des agents chaotropiques (Urée ou chlorure de
guanidium a 8 M) ou des agents réducteurs hydrophiles (140 mM B-mercaptoéthanol ou
100 mM DTT) connus pour dissocier les sous-unités causent l'agrégation d'AQPZ. En
revanche, une incubation dans 1% de SDS sans agent réducteur pendant 24 heures au
moins, l'utilisation d'un tampon de charge a pH inférieur a 5,6 ou l'incubation avec l'agent
réducteur hydrophobe éthanediol 60 mM, avant la migration sur gel SDS-PAGE cause une
dissociation compléte des tétrameres. Deux cystéines sont présentes dans AQPZ (C9 et
C20). Les mutants C9S et C20S sont toujours tétramériques sur gradient de saccharose. Par
contre, aprés migration sur SDS-PAGE, la protéine mutée C20S devient monomeérique
alors que C9S demeure tétramérique comme I'AQPZ sauvage. Ces résultats pourraient
suggerer que la cystéine en position 20 est importante pour l'association des sous-unités

entre elles et qu'elle est située dans un environnement tres hydrophobe.
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La dissociation des tétrameres par le pH acide et I'incubation longue en présence de
1% de SDS n'est cependant pas claire si un pont disulfure est en jeu.

L'étude de l'oligomérisation par la biochimie des protéines membranaires et la
biologie moléculaire a permis une meilleure comprehension de la structure, de I'adressage
et de la fonction des canaux hydriques. Elle ne peut cependant pas expliquer a elle seule la

structure des protéines membranaires.

Etudes par cryofracture

L'organisation en réseaux orthogonaux de particules (OAPs, Orthogonal Arrays of
Particles) avait été observée pour la premiere fois dans les hépatocytes par Kreutziger
(Kreutziger, 1968).

Les OAPs ont été par la suite décrits dans certains tissus natifs comme dans les fibres
musculaires squelettiques (Rash et Ellisman, 1974), dans la membrane basale des cellules
du canal collecteur (Humbert et al., 1975), dans les cellules fibreuses du cristallin
(Zampighi et al., 1982), dans les membranes d'astrocytes (Dermietzel, 1973), et bien
d'autres (Wolburg, 1995). Certains de ces OAPs ont été attribués aux canaux hydriques,
par exemple a AQP4 dans le muscle squelettique (Frigeri et al., 1998) ou a AQPO dans les
cellules du cristallin (Zampighi et al., 1989). La densité des OAPs dans les membranes
d'astrocytes en culture est augmentée par I'élévation du taux d'AMPc intracellulaire induit
par I'ajout de forskoline (Tao-Cheng et al., 1992).

De plus, lorsqu'ils sont exprimés dans les systemes hétérologues et/ou dans les
protéoliposomes, certains canaux hydriques apparaissent sous forme d'OAPs. C'est le cas
d’AQPO dans les proteoliposomes (Ehring et al., 1990), d'AQP4 dans les astrocytes (Rash
et al., 1998), d'AQP3 et d'AQP4 (Yang et al., 1996) dans la lignée cellulaire CHO (cellules
d'ovaires de Hamster Chinois), mais ce n'est pas le cas d'/AQP1, d'AQP2 et d'AQP5 dans

ces mémes cellules (van Hoek et al., 1998).

11.B.7. Etude de I'organisation membranaire
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L'utilisation de la cryofracture rend possible la mesure du diamétre moyen des
particules intramembranaires. Il a été observé que la face protoplasmique (P) de I'ovocyte
de xénope présentait une faible densité de particules endogenes d'environ 200
particules/um?, alors que l'expression de protéines membranaires exogénes pouvait
augmenter la densité de particules sur cette méme face jusqu'a 5000 particules/pm?
(Zampighi et al., 1995).

Le tableau suivant récapitule les observations faites pour quelques canaux hydriques
apres expression dans divers systemes. La quantité d'ARN injecté dans les ovocytes est
précisée en ng dans certains cas, ainsi que le nombre de jours attendus apres injection pour

préparer les membranes d'ovocytes (J).
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Tableau I1.1: Analyse en cryofracture de particules intramembranaires

Diametre Epaisseur | Diameétre | Densité
Méthode |observé des de réel des membranaire
Membranes . . . . OAPs
ombrage | particules platine particules | (particules/
(nm) (nm) (nm) Hm?)
g:;a;em otal 1005 |8%° 72405 ? ? 212 + 48 non
Ovocyte R 7,6 £0,5 (93%) 5205
Eskandari et al., 1998 | 20 11.1+10 (%) | “2*%  |g7x05 |3P* 2 non
Ovocyte-AQPO 334+ 77 (J1)
(150ng) 80° 8,0+ 0,6 ? ? 1085 + 112 (J2) |non
Zampighi et al., 1995 4109 + 684 (J3)
2
g;f;:;gfg;? ('1)998 80° 90403 12x2 |6,6+05 |3288+136 non
g;’r‘r’géiﬁ?zll (fggg 80° 9,3+0,4 ? ? 450+83(J3) | non
Ovocyte AQP1 (?) . 7,3 + 0,6 (45%)
Eskandari et al., 1998 80 8.9+ 0.2 (55%) 12x2 65105 |825+63 non
\(i:(k?avatz etal. 1993 45° 7,3+2,0 15 58+20 |1282+110 non
CHO 45° 15 55+28 |1258 + 313
. 96+1,7 7617 non
Van Hoek et al., 1998 ! ! ’ !
ottt 1151405 2 111415
S:'rgaﬁa?;gt L 1003 |45° 88+19 15 73+19 |3682+436 non
CHO AQP1 45° 15 69+20 |2428+185
non
Van Hoeketal., 1998 | rotatif ~ |89+1,7 2 69+17
CHO AQP2 45° 15 6,8 +2,0 |1504+150
non
Van Hoeketal., 1998 | rotatif  |75+1,6 2 55+16
+
CHO AQP3 45° 1,5 ‘712 N g’g 1580 + 211 _
Van Hoek et al., 1998 - — out
rotatif 89+138 2 6,9+1,8
+
CHO AQP4 45° 15 ?’g I 1’2 1791 + 258 .
Van Hoek et al., 1998 - — out
rotatif 7,0+£0,9 2 50+0,9
CHO AQP5 45° 15 ‘71; : (1); 1575 + 146
Van Hoek et al., 1998 - — non
rotatif 8,8+2,1 2 6,8+2,1
E’/gts;\'l;ﬁgse‘;rgfs lAggzl 45° 85+13 15 7+13 | variable non

I1.B.7. Etude de I'organisation membranaire
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Le tableau récapitulatif montre des variations suivant les méthodes et les systemes
d'expression utilisés pour une méme protéine. Nous voyons qu'il est difficile de déterminer
le nombre précis de sous-unités des canaux hydriques puisqu‘une variation d'un nanometre
est souvent rencontrée et que la différence de diameétre d'une particule a une unité ou a 4
unités varie dans ce méme ordre de grandeur.

Les études de biochimie aussi bien que celles en microscopie électronique montrent
qu'il est difficile d'identifier I'assemblage oligomérique des proteines de la famille MIP au
sein des membranes. La détermination de la structure en trois dimensions de ces protéines
est un moyen de répondre a cette question. Cependant, la cristallisation des protéines ne
reflete pas non plus l'organisation naturelle de ces protéines puisqu'elle impose le

regroupement des monomeres I'un contre l'autre.

Approches cristallographiques

La carte de projection de cristaux d’/AQPO obtenue a 9A de résolution montre une
organisation tétramerique similaire a celle d'AQP1 (Hasler et al., 1998).

Des cristaux d'’AQPcic ont aussi été obtenus et la carte de projection & 24A de
résolution indique également une structure tétramérique (Beuron et al., 1995).

La production d'AQPZ portant une série de 10 histidines en N-terminal a été
effectuée (Borgnia et al., 1999). Des cristaux a deux dimensions d’AQPZ ont été obtenus.
Un arrangement similaire aux cristaux d'’AQP1 est observé en microscopie €électronique sur
la carte en 3 dimensions reconstituée apres coloration négative de la préparation ainsi que
sur la carte de projection & 8A de résolution obtenue sur des cristaux inclus dans le
tréhalose (Ringler et al., 1999). Le relief des surfaces extramembranaires a été visualisé
grace a I'AFM. Cette méthode a permis de détecter la localisation de la séquence N-
terminale cytoplasmique apres protéolyse des histidines, ainsi que la localisation de
certaines boucles en variant la force atomique appliquée a I'échantillon (Scheuring et al.,
1999).
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I1.C. AQP3, LA PREMIERE AQUAGLYCEROPORINE DONT LA STRUCTURE

RESTE INCONNUE.

Par diverses approches, aucun consensus n'a été obtenu concernant la voie de
passage de ces molécules entre les divers groupes. Certains sont en faveur d'une voie de
passage commune pour l'eau et les petits solutés puisque HgCl, et la phlorétine inhibent
aussi bien le passage d'eau que le passage de glycérol a travers AQP3 exprimée dans
I'ovocyte de xénope (Ishibashi et al., 1994). Par contre, D'autres ont observé une inhibition
de la Pt par le pCMBS, par HgCl, et par la phlorétine mais aucune inhibition n'est observée
sur la Pgy; ils seraient favorables a deux passages distincts pour I'eau et le glycérol. Cette
équipe a également noté une inhibition par le pCMBS de la Py, des ovocytes, et a suggéré
la présence d'un transporteur endogene de glycerol dans I'ovocyte de xénope (Echevarria et
al., 1996), déja décrit par Maurel et al; (Maurel et al., 1994). Les travaux de Zeuthen et al.,
décrits préecédemment (chapitre 11.B.2), sont en faveur d'un passage commun entre l'eau et
le glycerol, et un effet du pH est observé sur Ps et Pgy d'ovocytes exprimant AQP3
(Zeuthen et Klaerke, 1999).

L'AQP3 comme les autres canaux hydriques posséde une perméabilité hydrique
réduite sous l'effet d'un traitement au mercure. Dans le but de déterminer les résidus
impliqués dans cette sensibilité et d'élucider la structure du pore, Kuwahara a testé la
fonction de mutants d’/AQP3 humaine dans lesquels les 6 cystéines ont été remplacees
individuellement. Seule la mutation de la cystéine 11 rend cette protéine insensible au
mercure. De plus, la double mutation C11S/Y212C correspondant a la position des residus
sensibles au mercure dans AQP1 (C189) et AQP2 (C181) la rend sensible au mercure
(Kuwahara et al., 1997). Cependant, les mémes auteurs avaient montré que la cystéine
sensible était la cystéine en position 91 de I'AQP3 de rat, et I'inhibition par le mercure

n'était pas observée sur I'AQP3 humaine (Kuwahara et al., 1996).
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OBJECTIF DES ETUDES PRESENTEES DANS LES
CHAPITRES SUIVANTS

La perméabilité élevée du globule rouge est liée a la présence d’AQP1 mais aucune
protéine connue n'a été associée a la perméabilité au glycérol non négligeable de ce tissu
qui ne peut étre due a la simple diffusion a travers la bicouche lipidique. Nous avons voulu
savoir dans un premier temps si AQP3 ne pouvait pas étre responsable du transport facilité
de glycérol a travers la membrane des érythrocytes.

AQP3 est le premier canal hydrique qui ne possedait pas de sélectivité stricte a I'eau
et permettait également le passage d'urée et de glycérol (Echevarria et al., 1994; Ishibashi
et al.,, 1994). L'analyse de la sequence d'AQP3 a montré qu'elle était plus proche des
facilitateurs de glycérol, GlpF et Fpsl, que des aquaporines strictes. Cette protéine a attiré
notre attention puisque son étude permettrait de comprendre la sélectivité variable des
protéines MIP. La localisation des voies de passage pour l'eau et le glycérol dans les
aquaglycéroporines pourrait étre déterminée par la comparaison des structures en trois
dimensions. L'obtention de cristaux purs en vue de ces études est le premier probleme a
résoudre. Elle nécessite la purification de la protéine en grande quantité, de lI'ordre du
milligramme. Les canaux hydriques, excepté AQP1 que I'on peut purifier aisément a partir
du globule rouge humain, doivent étre surexprimes dans les systéemes d'expression
hétérologue. Les travaux de Laizé et al. ont montré pour la premiere fois que la levure était
un outil d'expression hétérologue capable de produire 'AQP1 humaine (Laizeé et al., 1995).
Nous avons également observé une expression de I'AQP3 de rat dans ce systeme (voir
chapitre suivant) et la purification de I'AQP3 humaine est en cours au laboratoire, c'est le

travail de Bénédicte Oriou.



Le probléeme de la sélectivité peut aussi étre abordé par des approches de biologie
moléculaire et de biochimie. L'analyse comparative des séquences d'aquaporines et
d'aquaglycéroporines (voir Introduction) montre des différences de longueur et de
composition en acides amines dans certaines parties et notamment dans la boucle E en aval
du motif NPA. Nous avons donc choisi dans un premier temps de construire des chimeéres
entre une aquaporine, AQP2, et une aquaglycéroporine, AQP3, et d'analyser leur fonction.

La deuxieme étude porte sur la détermination de I'oligomérisation d'AQP3. L'équipe
de Rennes a en effet mis en cause I'implication de I'état d'oligomérisation des protéines
MIPs dans leur sélectivité (Lagree et al., 1999; Lagree et al., 1998a). Le facilitateur de
glycérol GIpF semble étre monomérique alors que l'aquaporine AQPcic apparait
tétramérique. 1l nous a donc paru intéressant de connaitre I'état d'oligomérisation d'une
aquaglycéroporine qui est capable de transporter aussi bien I'eau que le glycérol. Nous
avons entrepris cette étude par le calcul du coefficient de sédimentation d'’AQP3 apres sa
solubilisation en conditions non dénaturantes, et par l'observation en cryofracture de

membranes exprimant AQP3.
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I11.A. INTRODUCTION

Le premier canal hydrique, AQP1, a été découvert dans le globule rouge humain.
C’est grace a cette protéine que la perméabilité hydrique de ces cellules est trés élevée.
Cependant, le globule rouge humain possede également une permeéabilité au glycérol
supérieure a celle de globules rouges d’autres espéces comme ceux de bovins (Mazur et
al., 1974). Cette perméabilité ne peut pas s’expliquer par le passage du glycerol par simple
diffusion. Il doit étre facilité par une protéine membranaire. AQP1 étant trés sélective pour
I’eau, elle ne pouvait rendre compte de la perméabilité au glycérol observée. Cependant,
Abrami et al. avaient montré que I’expression d’AQP1 dans les ovocytes de xénope
augmentait leur permeabilité au glycerol. Afin de s’affranchir d’un éventuel passage de
glycérol a travers AQP1, nous avons choisi d’utiliser des globules rouges dépourvus
d’AQP1 pour nos expériences. Ces cellules dites de phénotype Colton négatif (voir
Annexe 1V) possédent une perméabilité hydrique plus faible que les globules rouges
normaux mais la valeur de cette perméabilité et sa partielle inhibition par les dérivés
mercuriels aménent a penser que I’eau passe par un systeme facilité dont serait responsable
une ou plusieurs autre(s) proteine(s). Les transporteurs de glycérol connus actuellement
sont peu nombreux: GIpF chez la bactérie, Fpsl chez la levure et chez certains
mammiféeres, AQP3, AQP7 et AQP9. AQP3 a été détectée dans divers tissus comme le

rein, I’intestin, I’estomac, le poumon, la rate, I’oeil... alors qu’AQP7 n’a été trouvée que
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dans le testicule. AQP3 semblerait étre le bon candidat pour le transport de glycérol du

globule rouge humain, a défaut d’AQP1.
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I11.B. MATERIELS ET METHODES

111.B.1. Mesure de P: et transport de glycérol par spectrophotométrie a flux

interrompu

I11.B.1.a Préparation des globules rouges

Les globules rouges congelés normaux et de phénotype Colton (Co (a'b’)) nous ont
été fournis par I’Institut National de Transfusion Sanguine de Paris. Une fois décongeleés,
ils sont lavés dans un tampon Carlsen (154 mM NaCl, 5 mM D-glucose, 0,25 mM
KH,POy4, 0,25 mM Na,HPO,, pH 7,4) d’osmolarité finale 300 mOsm/L (Carlsen et Wieth,

1976). Les cellules sont ensuite resuspendues dans ce méme tampon & 10 cellules/ml.

111.B.1.b Principe du spectrophotometre & flux interrompu

Les mesures de perméabilité sont effectuées grace a un spectrophotomeétre a flux
interrompu SFM3 de chez Biologic. L'avantage du spectrophotomeétre a flux interrompu est
de pouvoir mesurer des constantes de vitesse trés élevées sur des petits échantillons qui
doivent étre purs et homogenes. Cette technique a été développée initialement sur les
vésicules membranaires (Kasai et al., 1979), puis sur les érythrocytes (Mlekoday et al.,
1983) et fut appliquée par la suite sur des cellules en suspension (Chen et Verkman, 1987,

Pratz et al., 1986) et des protéoliposomes (Van Hoek et Verkman, 1992).
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Figure I111.1: Schéma du spectrophotométre a flux interrompu

Amplificateur

hv
Photomultiplicateur
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cuve °o 50
o o Oo
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]
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Vésicules a Solution
I'équilibre hyperosmotique SD

Moteurs pas a pas

Les érythrocytes (10/ml) dont on veut mesurer la perméabilité membranaire sont placés dans une cuve
d’observation de 15 pl. Une fibre optique ameéne une lumiére monochromatique provenant d’une lampe a arc
mercure-xenon de 150 W sur la cuve contenant les cellules. Celles-ci émettent & leur tour une lumiére dans
tous les sens. On mesure I’intensité lumineuse diffusée a 90° par les cellules. L’intensité lumineuse est
ensuite convertie en intensité électrique par un photomultiplicateur puis est amplifiée par un amplificateur.

Le signal est visualisé sur un écran d’ordinateur et analysé grace a un logiciel.

Figure 111.2: Utilisation du spectrophotométre en diffusion de la lumiére
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La méthode peut aussi étre appliquée pour visualiser un transport de soluté mais les
phénomenes liés a la présence d'un transport d'eau concomitant ainsi que des changements
d'indice de réfraction dépendant du temps ne permettent pas d'analyser les courbes
obtenues pour un calcul précis de perméabilité aux solutés. Pour parer a ces difficultés, il
est possible de mesurer des perméabilités grace a la fluorescence. Dans ce cas, les
vésicules sont chargées en fluorophore. Lorsqu'elles sont soumises a un gradient
osmotique entrant, I'efflux d'eau induit provoque une augmentation de la concentration
intravésiculaire du fluorophore causant un "quenching™ et une diminution de I'intensité de

fluorescence.

111.B.1.c Calcul de Ps

Les variations de volume des globules rouges en fonction du temps vont permettre de
calculer le coefficient de perméabilité hydrique osmotique apres avoir moyenné plusieurs
cinétiques. La constante de vitesse initiale de la cinétique, k en s, est obtenue grace au
logiciel Biokine (Biologic). La perméabilité hydrique est déterminée a partir de la
constante de vitesse de l'intensité observée, du rapport surface sur volume des veésicules et
de la relation entre l'intensité et le volume vésiculaire en fonction du temps. Cette derniére
relation est déterminée a partir des mesures de variation de l'intensité effectuées pour des

séries de gradients osmotiques différents (Chen et al., 1988). Le coefficient P; est obtenu

dV_(t)= Pf xixVW x{[ﬁj—Cext}

dt V, V(t)

ou V(t) est le volume relatif des hématies en fonction du temps, S/V, est le rapport

par I’équation:

surface sur volume initial d’une hématie (13500 cm™) (Jay, 1975), V. est le volume
molaire partiel de I’eau équivalent & 18 cm*/mol, Ciy et Cex sont les concentrations

initiales du soluté a I’intérieur et a I’extérieur des hématies.
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Des cinetiques théoriques simulées a partir de I’équation précédente pour des valeurs
arbitraires de P sont utilisées pour obtenir les valeurs de constantes de vitesse de
I'exponentielle k. Une courbe de calibration de P; en fonction de k est ainsi obtenue et

utilisée pour déterminer Ps pour les constantes k expérimentales.

111.B.1.d Calcul de la constante de vitesse d’entrée de glycérol

Les globules rouges (10 / ml) équilibrés dans le tampon Carlsen, sont mélangés a
une solution hyperosmotique de glycérol 100 mM. Deux phénomenes se produisent
simultanément: une sortie d’eau rapide due a une différence de gradient osmotique et une
entrée de glycérol plus lente. Ceci se traduit par un rétrécissement rapide du globule rouge
suivi par son regonflement, ce qui se visualise par une cinétique biphasique. Le
spectrophotometre ne s’utilise en principe que pour des phénomeénes rapides, la
permeéabilité d’un soluté étant un phénomene relativement lent, sa valeur ne peut étre
gu’estimée. Nous ne donnerons donc que la valeur k en s™ calculée sur la cinétique

d'entrée de glycérol.

111.B.1.e Inhibition des flux d’eau et de glycérol

Pour I’inhibition du transport hydrique, I’expérience est identique a celle décrite plus
haut mais en présence d'une solution hyperosmotique de saccharose a I’extérieur. Pour le
transport de glyceérol, afin de s’affranchir du flux d’eau sortant, les mesures sont effectuées
en condition isoosmotique. Les hématies sont équilibrées dans le tampon comportant 200
mM de glycérol. Le tampon additionné de 200 mM de saccharose est présent dans I’autre

seringue. Un gradient de glycérol sortant de 100 mM est ainsi créé.

111.B.1. Mesure de PBfB et transport de glycérol par spectrophotométrie a flux interrompu
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Dans les deux cas, les globules rouges sont préincubés 10 minutes a température
ambiante en présence de 0,1 mM de sulfate de cuivre (CuSQO,), 0,1 ou 0,5 mM de
phlorétine ou 0,2 mM de DIDS, ou bien 5 minutes avec 0,5 mM de chlorure de mercure
(HoCl).

111.B.2. Mesure de la perméabilité au glycérol des globules rouges

111.B.2.a Préparation des fantbmes d’hématies

Les globules rouges lavés dans le tampon Carlsen, sont lysés dans un tampon
hypotonique: 5 mM Na,HPO, ,pH 8,0, contenant 20 pg/ml de phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) et 2 ug de pepstatine. Ils sont centrifugés pendant 20 minutes & 25000g,
4°C. Les membranes sont resuspendues dans 5 mM Na;HPO,4, 100 mM NaCl, 100 mM
glycérol, pH 8,00 & 10° fantdmes d’hématies/ml. La vésiculisation a lieu & 37°C pendant 1

heure.

I11.B.2.b Transport de **C-glycérol par filtration ultra-rapide et mesure de Pgy

La cinétique d’efflux de glycérol est effectuée par un appareil de filtration ultra-
rapide. Les fantdmes d’hématies sont incubés pendant 1 heure avec du glycérol-**C & 5
uCi/ml et du mannitol->H en méme quantité. 6 x 10° fantdmes sont déposés sur un filtre et
rincés pendant des périodes allant de 500 ms & 10 s a un débit de 1 ml/s. La solution de
rincage contient 100 mM de raffinose a la place du glycérol pour rester dans des conditions
iso-osmotiques. Le mannitol étant impermeant, il rend compte de la quantité de vésicules
restées sur le filtre. Le rapport glycérol **C/mannitol ®H est reporté en fonction du temps
de ringage et représente la quantité de glycérol restée dans les fantdmes d’hématies aprés

un temps t.
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La cinétique donne la constante de vitesse k en s™ que I’on utilisera pour calculer la
perméabilité au glycérol Py, (cm/s):

avec S/Vy le rapport surface sur volume initial d’un fantéme d’hématie.

111.B.3. Détection immunologique d’AQP3

111.B.3.a Production et purification de I’anticorps anti-AQP3

Synthése du peptide synthétique

Le peptide contre lequel nous avons fabriqué les anticorps polyclonaux correspond
aux 26 derniers acides aminés de la séquence C-terminale de I’aquaporine 3 de rat. Cette
séquence ne differe que de trois acides aminés dans I’AQP3 humaine. Les anticorps vont
donc pouvoir éventuellement étre utilisés aussi bien chez I’Homme que chez le Rat. Les
probabilités d'une reconnaissance de la protéine humaine par les 1gG préparées contre la

protéine murine sont donc grandes.

- C-terminal AQP3 humain (267 & 292):
C-H-L-E-Q-P-P-P-S-T-E-A-E-N-V-K-L-A-H-M-K-H-K-E-Q-I

- C-terminal AQP3 de rat (254 a 279):
C-H-L-E-Q-P-P-P-S-N-E-E-E-N-V-K-L-A-H-V-K-H-K-E-Q-I

Le peptide a été synthétisé chez NEOSYSTEM (Strasbourg). Il a été couplé par la

cystéine en position NH; terminale a une protéine vectrice: I’ovalbumine.

111.B.3. Détection immunologique d’AQP3
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Production des anticorps

La production des anticorps polyclonaux a été effectuée chez le lapin par
NEOSYSTEM. Avant I'immunisation, un serum pré-immun est prélevé et servira de
témoin négatif. L’antigéne est injecté en sous-cutanée aprés une premiere immunisation,
des rappels a trois ou quatre semaines d’intervalle sont réalisés. Les rappels sont effectués
jusqu’a I’obtention d’un résultat positif du sérum testé en immunotransfert sur des

protéines totales provenant de la médullaire externe de rein de rat.

Purification des anticorps par affinité

Les anticorps spécifiquement diriges contre la séquence C-terminale d’AQP3 de rat
sont purifiés a l'aide du kit SulfoLink#2 (Pierce).

Préparation de la colonne.

La colonne de gel filtration comportant 6% de billes d’agarose (type de fixation du
peptide) est équilibrée avec le tampon de couplage (50 mM Tris, 5 mM EDTA-Na, pH
8,5). 1 mg de peptide est mélangé avec le gel pendant 15 minutes a température ambiante.
La colonne est laissée au repos pendant 30 minutes puis lavee avec le tampon de couplage.
Pour bloquer les sites non spécifiques, le tampon de couplage contenant 0,05 M de
cystéine est ajouté et la résine est agitée pendant 15 minutes a température ambiante puis
laissée au repos pendant 30 minutes. La colonne est ensuite lavée avec 1 M de NaCl et un
disque poreux est inséré sur le haut du gel. La colonne est conservée dans du PBS avec
0,05% d’azide de sodium (NaN3;) a 4°C.

Purification des anticorps anti-peptide AQP3.

La colonne est lavée avec du PBS. 1 ml de sérum et 1 ml de PBS sont ajoutés a la
colonne. Le tout est mélangé pendant 1 heure a température ambiante. Cette étape permet
la fixation des anticorps spécifiques sur le peptide. Un lavage au PBS élimine les anticorps
non spécifiques. Les anticorps sont ensuite e€lués et des fractions sont collectées dans des
tubes contenant du Tris 1 M a pH 9,5. Les fractions dont la DO & 280 nm est la plus élevée

sont reunies. La concentration de I'anticorps purifié anti-AQP3 est de 0,13 pg/pl.
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111.B.3.b Immunotransfert ou western blot

Les protéines provenant de médullaire externe de rein de rat, de fantdmes d’hématies
humaines ou de rat ainsi que de I’AQP1 humaine purifiée a partir des globules rouges sont
déposées sur un gel de polyacrylamide a 12,5% aprés leur dénaturation a 65°C pendant 10
minutes. Elles sont separées en présence de SDS (Laemmli, 1970) puis transférées sur une
membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF, NEN-Du Pont de Nemours). La
membrane est saturée pendant 1 heure par 5% de lait en poudre contenu dans un tampon
phosphate salin (PBS), PBS/lait. Aprés rincage de la membrane, les anticorps polyclonaux
(anti-AQP3 purifiés dilués au 1/500°™ (0,25 pg/ml) ou le sérum anti-AQP1 au 1/500°™)
sont incubés dans du PBS/lait contenant 0,2% de Tween 20 (PBS/lait/Tween) pendant 1
heure. Un contrble négatif est réalisé en incubant préalablement I’anticorps anti-AQP3
pendant 10 minutes avec le peptide d’immunisation a 0,2 mg/ml avant de le mettre en
contact avec la membrane. La membrane est rincée dans le PBS/lait/Tween et incubée avec
I'anticorps secondaire anti-lapin couplé a la peroxydase (1/5000) pendant 1 heure en
PBS/lait/Tween. La membrane est a nouveau rincée en PBS/Tween puis en PBS et révélée

par chimioluminescence (technique ECL, Enhanced ChemiLuminescence, Amersham).

111.B.3.c Immunofluorescence indirecte

Les hématies sont lavées dans du tampon PBS, fixées pendant 1 heure a température
ambiante dans le PBS contenant 4% de paraformaldéhyde et lavées dans le PBS. Le culot
de cellules est récupéré apres centrifugation a 2000g pendant 3 minutes et resuspendu dans

du PBS contenant 2,3 M de saccharose.

111.B.3. Détection immunologique d’AQP3
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L’échantillon est ensuite congelé dans I’azote liquide et des coupes de 0,75 pm sont
effectuées a -70°C a I’aide d’un ultramicrotome (Reichter, Leica). Des reins de rats sont
fixés avec une solution contenant 7,1 mM Na,HPO,, 30,4 mM NaH,PO,4, 75 mM lysine,
10 mM periodate de sodium et 2% de paraformaldéhyde (pH 7,4). lls sont lavés au PBS et
mis une nuit dans du PBS contenant 30% de saccharose avant d’étre congelés dans I’azote
liquide. Des coupes de 5 um sont réalisées a I’aide d’un cryostat (Leica) et les coupes sont
déposees sur lames. Celles-ci sont incubées pendant 5 minutes dans du PBS contenant 1%
de sérum albumine bovin (PBS/BSA), puis 1 heure avec le premier anticorps (sérum anti-
AQP3 dilué 300 fois, avec ou sans préincubation avec le peptide d’immunisation, ou sérum
anti-AQPL1 dilué 100 fois) en PBS/BSA. Les coupes sont lavées 3 fois 10 minutes en PBS,
incubées 45 minutes avec le second anticorps anti-lapin fabriqué chez la souris et couplé
au CY3 (6 pg/ml) puis lavées 2 fois 10 minutes dans le PBS. Les préparations sont

observées au microscope a fluorescence (Olympus Vanox-T).
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I11.C. RESULTATS

111.C.1. Analyse de la présence d’AQP3 par les méthodes immunologiques

I11.C.1.a Immunotransfert

La figure ci-dessous représente les protéines provenant de médullaire externe de rein
de rat, de globules rouges de rat et de globules rouges humains de phénotype normaux et

Co (a’b’) marquées avec I’anticorps anti-AQP3 purifié.

Figure 111.3: Immunotransfert utilisant I'anticorps anti-AQP3

: érythrocytes de rat

: érythrocytes humains Co (a'b)
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La colonne 4 montre le profil caractéristigue du marquage des protéines de la
médullaire externe de rein de rat obtenu avec un tel anticorps (Ecelbarger et al., 1995);
c’est a dire une bande vers 25 kDa, une bande s’étalant de 33 a 40 kDa et une derniere
bande vers 68 kDa. Un profil équivalent est observé sur les protéines des membranes de
globule rouge de rat en colonne 1. Ceci suggére que I’aquaporine-3 est présente aussi bien
dans les membranes d’hématies que dans celles des cellules de la médullaire externe du

rein chez le rat.

I11.C.1. Analyse de la présence d’AQP3 par les méthodes immunologiques
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Les colonnes 2 et 3 montrent le résultat obtenu sur les membranes d’hématies
humaines Colton négatif et normales, respectivement. L’anticorps dirigé contre le peptide
C-terminal d’AQP3 de rat reconnait des protéines dans les membranes des globules rouges
humains des deux types. Deux fortes bandes sont observées a environ 37-48 kDa et 70
kDa. Une autre bande a 25 kDa est visible mais beaucoup moins intense que celle observée
chez le rat, & quantité de protéines totales équivalentes. Par contre, les protéines de hauts
poids moléculaires montrent un signal nettement plus intense et leurs tailles sont plus
élevées que chez le rat. Lorsque I’anticorps est préalablement incubé avec le peptide,
aucun signal n’est visible sur les protéines de médullaire externe de rein de rat, de
membranes de globules rouges de rat et d’humain (non montré).

Des différences sont observées entre les globules rouges de rat et d’humain tant au
niveau des tailles des protéines de haut poids moléculaires que de leur intensité. La forme
monomeérique non glycosylée de la proteine dans le globule rouge humain est tres
faiblement représentée par rapport aux formes migrant moins loin. Les deux bandes
supérieures pourraient correspondre a des formes différentes glycosylées du monomeére
et/ou a des formes oligomérisées, glycosylées ou non, si I’on considére que la dénaturation
n’a pas eté totale. Dans les deux cas, ces bandes sont plus élevées dans les membranes
d’hématies humaines que dans celles de rat, elles sont aussi en quantité plus importante.

Il est a noter qu'un autre immunoblot a éte réalisé dans les mémes conditions mais
celui-ci n'a pas révélé les bandes de haut poids moléculaire aussi bien dans les globules
rouges humains (colonne 5) que dans ceux de rat (colonne 6). Chez le rat, la forme
monomérique non glycosylée est plus importante et la bande de haut poids moléculaire a
pratiquement disparu dans la colonne 6 par rapport a la colonne 1. Ceci suggere que cette
forme lourde correspondrait a une forme oligomérisée d'AQP3 plutdt qu'a une forme
glycosylée.

Le fait qu'un méme signal soit obtenu avec les membranes d’hématies humaines
Colton et normales permet d'exclure une reconnaissance d'’AQP1 par les IgG anti-AQPS3.
En effet, les protéines des globules rouges humains normaux et Colton ont été également

révelées par un serum contenant des anticorps dirigés contre la protéine AQP1 pure.
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Figure 111.4: Immunotransfert utilisant I'anticorps anti-AQP1

3: érythrocytes humains normaux

‘ 1: AQP1 purifiée,
2: érythrocytes humains Co (a’b),
- -

L’ anticorps reconnait bien la protéine AQPL purifiée en colonne 1 ainsi qu'une
protéine dans les membranes d’érythrocytes humains normaux en colonne 3. Par contre,
dans les membranes d’érythrocytes Colton en colonne 2, aucun signal n’est observé. Ceci
confirme qu’AQP1 est bien absente des globules rouges Colton et que la protéine reconnue

en colonne 2 de la figure 111.3 n’est pas AQPL.

D’autre part, en colonne 2, I’anti-AQP1 ne reconnait pas non plus ce qui est reconnu
dans les globules rouges Colton. Il n’y a donc pas de réaction croisée entre ces deux

anticorps et ces deux protéines.

111.C.1.b Immunofluorescence indirecte

Sur des coupes de globules rouges humains de 0,75 um, le sérum total anti-AQP3
marque les membranes d’hématies normales (a) mais aussi celles d’hématies de phénotype
Colton (c et d). Si I’anticorps a préalablement été épuisé par le peptide, aucun marquage
n’est observé (b, globules rouges normaux). Par contre, le sérum anti-AQP1 reconnait

seulement les membranes des globules rouges normaux (e; normaux, f; Colton).

I11.C.1. Analyse de la présence d’AQP3 par les méthodes immunologiques
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L’ anti-AQP3 a également été utilisé sur des coupes de néphrons de rein de rat de 5
pum. Un marquage est visualisé sur les membranes plasmiques basolatérales des cellules
principales du canal collecteur ou est habituellement localisé I’AQP3, et non sur les
cellules intercalaires. On observe aussi un marquage sur les globules rouges présents dans
ce méme tissu. Ces resultats montrent donc que I’aquaporine-3 est présente aussi bien dans

les membranes des érythrocytes humains que dans celles des érythrocytes de rat.
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Figure 111.5: Immunofluorescence indirecte réalisée sur les globules rouges humains et le rein de rat

L'anticorps anti-AQP3 marque les globules
rouges humains normaux () et Colton (c et
d, a deux échelles différentes) et aucun
marquage n'est observé si l'anticorps anti-
AQP3 est préabsorbé avec le peptide (b,

globules rouges normaux).

L'anticorps anti-AQP1 marque les globules
rouges normaux (e) mais il ne marque pas

les globules rouges Colton (f).

Les coupes de 5 um montrent que la
membrane plasmique des cellules du canal
collecteur (g) et les globules rouges de rat
(h) sont marqués avec l'anticorps anti-
AQP3.

Barres (a-f) =5 um et (g et h) = 15 um

I11.C.2. Analyse de la présence d’AQP3 par les méthodes immunologiques
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111.C.2. Mesure des perméabilités a I’eau et au glycérol

I11.C.2.a Perméabilité a I’eau par spectrophotomeétre a flux interrompu

La perméabilité hydrique des globules rouges Colton a tout d’abord été comparée a

celle des globules rouges normaux a 26°C.

Figure I11.6: Cinétiques typiques d'efflux d'eau obtenues aprés un choc hyperosmotique de 100mM de

saccharose
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La cinétique d'efflux d'eau pour les globules rouges normaux est représentée en bleu, celle des globules

rouges Colton est en rouge.

Les hématies normales présentent une cinétique plus rapide que les hématies de
phénotype Colton. Les valeurs de perméabilité obtenues avec cette technique sont (1,32 +
0,09) x 102 cm/s et (2,16 + 0,16) x 10° cm/s pour les hématies normales et Colton,
respectivement. Ces valeurs sont en accord avec la littérature (Mathai et al., 1996) et
montrent que la perméabilité hydrique des globules rouges Colton est plus faible que celle

des cellules normales.
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Cependant, la Ps des globules rouges Colton ne permet pas de dire que I’eau passe

par diffusion passive a travers la membrane et qu’une ou d’autres protéines assurent encore

la fonction de transport d’eau.

111.C.2.b Cinétique d’efflux de glycérol par spectrophotomeétre a flux interrompu

La technique de spectrophotométrie a flux interrompu nous a permis d’avoir un

apercu des cinétiques de transport de glycerol a travers la membrane des globules rouges

avant de calculer les valeurs de perméabilité au glycérol par filtration ultra-rapide. Pour

cela, un gradient de 100 mM de glycérol de I’extérieur vers I’intérieur est appliqué aux

hématies. Les cinétiques sont visualisées sur la figure ci-dessous.

Figure 111.7: Cinétiques typiques d'efflux de glycérol obtenues aprés un choc hyperosmotique de

100 mM de glycérol
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La cinétique obtenue pour les globules rouges
normaux est en bleu et celle obtenue pour les

globules rouges Colton est en rouge.

On observe une augmentation rapide de
I’intensité luminueuse représentant la sortie
d’eau, suivie d’une diminution lente, provenant
de [I’entrée de glycérol, provoquant le

regonflement des hématies

111.C.2. Mesure des perméabilités a I’eau et au glycérol
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La premiére partie des cinétiques confirme que les globules rouges normaux

présentent une sortie d’eau plus rapide que les Colton. La deuxieme partie des courbes

montre les cinéetiques d’entrée de glyceérol sur lesquelles vont étre calculées les constantes

de vitesse d’efflux de glycérol. Elles sont de 0,12 + 0,02 s et 0,11 + 0,01 s™ pour les

normaux et les Colton, respectivement, Aucune différence significative n’est donc

observée entre les constantes de vitesse des flux de glycérol des deux types de globules

rouges humains par cette technique.

111.C.2.c Perméabilité au glycérol par filtration ultra-rapide

La figure ci-dessous montre les cinétiques d’efflux de glycérol a travers les fantdmes

d’hématies normales et Colton équilibrés avec 100 mM de glycérol marqué au carbone 14

et rincés avec 100 mM de raffinose afin d’étre dans des conditions isoosmotiques.

Figure 111.8:

Efflux de glycérol a travers des fantdmes d'hématies obtenus par filtration ultra-rapide
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Encore une fois, aucune différence significative n’est observée. Les valeurs de
perméabilité calculées a 20°C sont respectivement de 1,4 x 10° cm/s et 1,6 x 10 cm/s,
pour les fantdmes normaux et Colton. Ces resultats montrent que le transport de glycérol
n’est pas altéré dans les membranes des hématies humaines de phénotype Colton.
L’aquaporine-1 n’est donc pas impliquée dans la perméabilité élevée de glycérol des

hématies humaines.

111.C.2.d Inhibition des transports d’eau et de glycérol

Des inhibiteurs connus du transport d’eau par AQP1 et AQP3 et du transport de
glycérol ont été testés sur les globules rouges normaux et Colton par spectrophotométrie a
flux interrompu. Cette expérience permet de savoir si les inhibiteurs ont un effet similaire
sur les transports observés dans les deux phénotypes de cellules. De plus, nous pourrons
savoir si les globules rouges Colton ne possédant pas AQP1 ont une protéine

supplémentaire permettant le passage de I’eau , et si le transport d’eau est alors inhibable.

Inhibition du flux de glycérol.

Les cinétiques de flux de glycérol ont été réalisées en induisant un gradient sortant
de glycérol tout en restant en conditions iso-osmotique par I’ajout d’un gradient entrant de
saccharose. Ainsi, on provoque une sortie de glycérol dont les constantes de vitesse peuvent

étre mesurées et analysées.

111.C.2. Mesure des perméabilités a I’eau et au glycérol
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Figure 111.9: Inhibition du transport de glycérol a travers les érythrocytes normaux et Colton
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B Normaux 0.110 0.065 0.022 0.007 0.035 0.028
M Colton (a-b-) 0.111 0.060 0.036 0.030 0.075 0.031

Les globules rouges normaux (en bleu) ou Colton (en rouge) sont soumis a un gradient entrant de glycérol de
100 mM. Les inhibiteurs sont ajoutés 10 minutes (ou 5 minutes pour HgCl,) avant les mesures. Les résultats

sont les moyennes d'un nombre d'expériences indiqué sur les histogrammes.

La figure ci-dessus montre les effets de différents inhibiteurs sur le transport de
glycérol obtenu sur les globules rouges normaux (A) et Colton (B). On observe que 0,2
mM de DIDS (4,4’-diisothiocyanato-stilbéne-2,2’-disusulfonic acid) inhibe d’environ 45%
le transport de glycérol dans les deux types de globules rouges. La phlorétine est un
inhibiteur encore plus puissant puisqu’il ne reste plus que 20% et 33% du transport en
présence d’une concentration de 0,1 mM et 7% et 27% avec 0,5 mM de Il'agent pour les
hématies normales et Colton, respectivement. Le sulfate de cuivre n’inhibe pas le transport
de fagon homogéne dans les deux types d'hématies. Il inhibe le transport de glycérol des

globules rouges normaux a 69% et des globules rouges Colton a 33%.
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Aprés avoir testé I’effet de trois inhibiteurs du transport de glycérol, nous avons
utilisé un inhibiteur des flux d’eau, le chlorure de mercure. En effet, il est connu que le
mercure est capable de se fixer sur les groupements thiols des cystéines de certaines
aquaporines, obstruant ainsi le pore hydrique et diminuant la fonction de transport d’eau de
ces protéines. Ceci va permettre de savoir si le mercure est également capable d’interagir
avec une cystéine faisant partie du pore laissant passer les molécules de glycérol. En aucun
cas cette expérience ne pourra démontrer si le pore hydrique et le pore du glycérol n’en
font qu’un, dans le cas ou AQP3 assurerait ces deux fonctions dans les globules rouges
Colton, et que ces deux fonctions seraient inhibées par le mercure, puisque le mercure
pourrait se fixer sur des cystéines différentes dans la protéine. Pour le Vérifier, il suffirait
peut-étre de muter les cystéines une par une et de tester ensuite la fonction des protéines
mutées.

La figure montre que le chlorure de mercure inhibe également le flux de glyceérol a
travers les membranes des globules rouges normaux (75% d’inhibition) et des globules
rouges Colton (72% d’inhbition). Ainsi, une cystéine est presente dans le pore du glycérol
avec laquelle le mercure serait capable d’intéragir pour bloquer la fonction de transport de
glycérol de la protéine. Ceci avait déja été montré par Ishibashi en 1994 sur des ovocytes
exprimant AQP3 dont la perméabilité au glycérol était totalement inhibée par 1 mM de
chlorure de mercure (Ishibashi et al., 1994).

Toutes les molécules utilisées inhibent le transport de glycérol aussi bien dans les
érythrocytes de phénotype normal que dans les érythrocytes de phénotype Colton, et ceci
de maniére similaire en terme d’efficacité démontrant I'existence d'une méme protéine pour

la fonction de transport de glycérol.

111.C.2. Mesure des perméabilités a I’eau et au glycérol
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Inhibition du flux d’eau.

Nous avons utilise les mémes inhibiteurs cités précédemment afin de vérifier si les
molécules inhibant généralement le transport de glycérol sont aussi capables de bloquer le
transport d’eau. Contrairement aux composés mercuriels, nous ne savons pas comment
agissent ces inhibiteurs mais ils n’interagissent pas avec les cystéines. Nous observons que
le DIDS, la phlorétine et le sulfate de cuivre, utilises a la méme concentration que
précédemment, ont peu d’effet sur le flux d’eau des érythrocytes normaux. Par contre, ils
inhibent d’environ 50% celui des érythrocytes Colton. Le flux d’eau résiduel dans les
globules rouges de phénotype Colton, qui n’est pas di a AQP1, semble impliquer une

protéine sensible aux inhibiteurs des transports de glycérol, auxquels AQP1 serait

insensible.

Figure 111.10: Inhibition du transport d*eau des érythrocytes normaux
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Les globules rouges normaux sont mélangés a une solution hyperosmotique de 100 mM de saccharose. Les

résultats sont la moyenne d'un certain nombre d'expérience indiqué sur les histogrammes.
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Figure 111.11: Inhibition du transport d'eau des érythrocytes Colton
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Les globules rouges Colton sont mélangés a une solution hyperosmotique de 100 mM de saccharose. Les

résultats sont la moyenne d'un certain nombre d'expérience indiqué sur les histogrammes.

Le chlorure de mercure, inhibiteur puissant des flux hydriques a travers les
aquaporines, inhibe a 90% et a 50% le transport d’eau a travers les globules rouges
normaux et Colton, respectivement. Cette molécule agit donc sur AQP1 mais aussi sur la
protéine responsable du transport hydrique résiduel des Colton.

Le transport de glycérol des globules rouges humains est donc inhibé par le DIDS, la
phlorétine et le sulfate de cuivre. Ces trois composés inhibent également le transport d’eau
résiduel des globules rouges Colton, alors qu’ils n’inhibent pratiquement pas le transport
d’eau issu du passage a travers AQPL. Le mercure bloque aussi bien les transports d’eau et
de glycérol des globules rouges humains normaux et Colton. L’observation des
experiences effectuées sur les globules rouges Colton indique que la protéine permettant le

passage d’eau et de glycérol a travers la membrane de ces cellules est sensible a tous les

COMpOseés testés.

111.C.2. Mesure des perméabilités a I’eau et au glycérol
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I11.D. DISCUSSION-CONCLUSION

AQP1 est abondamment présente dans le globule rouge humain et assure la majeure
partie du transport hydrique a travers la membrane. Cette cellule est également capable
d’assurer un flux de glycérol rapide de part et d’autre de sa membrane. Nous avons montre
que la perméabilité au glycérol était liée a la présence d’AQP3 dans les globules rouges. En
effet, la permeabilité au glycérol étant équivalente dans les globules rouges normaux et
dans les globules rouges Colton négatif, elle ne peut étre attribuée a AQP1. Connaissant
certains parameétres pharmacologiques d’AQP3 exprimé dans les ovocytes de xénope, nous
avons testé I’effet d’inhibiteurs sur les transports d’eau et de glycérol des globules rouges
normaux et Colton. Dans ces expériences, les inhibiteurs courament utilisés pour bloquer
les transports de glycérol inhibent de la méme facon le transport de glycérol des globules
rouges humains normaux et Colton, impliquant la méme protéine dans les deux cas. Nous
avons également montré que les inhibiteurs testés diminuent le flux d'eau résiduel des
membranes d'érythrocytes Colton de 50% et que cette perméabilité pourrait bien étre
attribuée a la présence d'’AQP3. De plus, il avait é&té montré qu'un transport d'eau sensible
au PCMBS était encore présent dans les membranes d'hématies Colton, suggérant la
présence d'une autre protéine jouant le réle de canal hydrique (Mathai et al., 1996).

Le nombre d'/AQP1 dans la membrane du globule rouge a été estimé a 200 000
(Denker et al., 1988). La perméabilité hydrique globale (Pf) dépend de la quantité de
canaux hydriques dans la membrane. En considerant qu’AQP3 est le seul canal hydrique
des globules rouges Colton, et connaissant les permeéabilités hydriques unitaires , on peut

estimer le nombre d'AQP3 par hématie.
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Ainsi, d'apres I'équation:

Pf _ (nAQP3 x pfAQP3)+ Pf

colton S lipides

ou Pfcorton représente la perméabilité hydrique globale des hématies Colton (2,16x10°
3 cmls); Nagrs, le nombre d'AQP3 dans les globules rouges normaux et colton; pfages, la
perméabilité hydrique unitaire d’AQP3 (2,1x10™ cm®/s (Yang et Verkman, 1997)), Pfiipides,
la perméabilité diffusionnelle & travers les lipides (10 cm/s) et S, la surface d'un globule
rouge (129x10° cm?), le nombre d'’AQP3 serait estimé & environ 13000 monoméres
d'AQP3.

Ceci est un calcul effectué a partir de nos données expérimentales obtenues sur le
globule rouge Colton. On pourrait aussi calculer le nombre de canaux AQP3 grace a la Ps

du globule rouge normal et aux valeurs de la littérature. Ainsi:

Pf _ Nagps X pfAQP3 Nage1 X pfAQPl Pf
normaux S + S lipides

En prenant Pfoormaux €gal & 1,32 x 102 cmi/s, pfages égal @ 6 x 10™ cm®/s (Yang et
Verkman, 1997) et nagp1 @ 200 000 (Denker et al., 1988), on trouve une valeur négative, et
pour que Nagps SOit supérieur a 1, il faudrait que nagpe:1 soit inférieur a 28000. Finalement,
beaucoup de valeurs ne sont qu'estimées comme le nombre de canaux AQPL1 et les valeurs
de pys, le résultat peut alors s'éloigner rapidement de la valeur réelle. Pour cela, nous
considerons que la valeur la plus vraisemblable vient du calcul par la Pf des globules
rouges Colton, c'est a dire un nombre de 13 000 monomeres d'’AQP3 dans les globules

rouges humains.

La découverte de la présence d’AQP3 dans les globules rouges humains pose la
question du role de cette protéine dans ces cellules. AQP1 étant la protéine majeure du
transport hydrique a travers la membrane, la présence d’AQP3 parait plutdt nécessaire par
son caractere de transporteur de glycérol. Cette protéine semble suffisante pour remplacer
AQP1 dans les globules rouges Colton et assurer également un flux d’eau minimum pour

le confort des personnes Co (a-b-).
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La colocalisation de deux protéines de la famille des MIPs se rencontre déja dans
plusieurs tissus; colocalisations d’AQP3 et AQP4 dans la membrane basolatérale des
cellules principales du canal collecteur de rein, d’AQP1 et d’AQP7 dans les membranes de
bordure en brosse du rein, d’AQP7 et d’AQP8 dans les testicules de rat. On peut
comprendre la présence de facilitateurs de glycérol dans le testicule et le foie ou un
métabolisme important du glycérol a été décrit mais aucun métabolisme n’a été déecrit dans
les hématies. Le role d’un transporteur de glycérol dans les hématies humaines pourrait
étre le méme que celui du transporteur d’urée comme I’avait décrit Macey (Macey, 1984).
Ces permeéabilités élevées aux solutés protégeraient les globules rouges lors de leur
passage dans des zones d’osmolarité élevée comme c’est le cas dans les régions profondes

de la médullaire du rein, mais toute autre hypothése n’est pas a écarter.
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CHAPITRE IV. PROPRIETES FONCTIONNELLES D'AQP3
ET DE CHIMERES AQP2-AQP3 EXPRIMEES DANS
L'OVOCYTE DE XENOPE

IV.A. INTRODUCTION

Le but de ce travail est de déterminer les séquences impliquées dans la sélectivité des
protéines MIPs, en particulier chez les aquaporines et les aquaglycéroporines. Ces deux
types de protéines MIPs ont comme point commun le transport d'eau mais elles se
distinguent par leur capacité a transporter les solutés. Le modele hypothétique de la
structure d’AQP1, le modéle du sablier, impliquerait les boucles B et E qui se replieraient
dans la membrane lipidique pour former le pore (Jung et al., 1994b), ces boucles
pourraient donc jouer un réle dans la sélectivité. Afin de déterminer d'autres séquences
susceptibles d'étre impliquées dans la sélectivité, nous avons tout d'abord effectué une

étude comparative des séquences primaires de ces deux types de protéines MIPs.

La comparaison des profils d'hydrophobicité de deux aquaporines et de deux

aquaglycéroporines est représentée sur la figure ci-dessous.
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Figure 1V.1: Profils d'hydrophobicité de certains canaux hydriques de rat
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Les profils d'hydrophobicité ont été construits a partir de I'échelle de Kyte et Doolittle dont la fenétre a été

choisie égale a 9.

On note une séquence N-terminale longue pour les aquaglyceroporines. Tandis que

la jonction entre le début de la boucle B et le 3eme passage transmembranaire est
complétement hydrophobe dans les aquaporines, une partie de celle-ci est plus hydrophile

dans les aquaglycéroporines.
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Inversement, les jonctions entre les segments 3 et 4 (boucle C) et les segments 4 et 5
(boucle D) sont moins hydrophobes dans les aquaporines.

On note une inversion prononcée de I'nydrophobicité au milieu de la boucle E des
aquaglycéroporines. La totalité de la boucle C des aquaglycéroporines est plutdt
hydrophobe et elle pourrait aussi bien étre en contact avec l'intérieur de la bicouche
lipidique.

Si I'on construit les arbres phylogenétiques en se restreignant a certaines parties des
canaux hydriques, les boucles B, C et E ainsi que le 2tme passage transmembranaire, on
s'apercoit que les groupes des aquaporines et des aquaglycéroporines sont trés divergents
au niveau de la boucle E, suggérant un réle possible de la boucle E dans la sélectivité. En
revanche, l'arbre phylogénétique réalisé sur la boucle B montre une divergence moins
grande entre les membres de la famille mais le regroupement des membres de chaque sous-
famille est encore visible. Notons que la boucle B de I'aquaporine-8 de rat posséde plus
d'identité avec les aquaglycéroporines mais que sa boucle E est plus proche de celle des

aquaporines.

Figure 1V.2: Arbre phylogénétique des boucles B et E des canaux hydriques de rat

Boucle B Boucle E

RatAQPO RatAQP4

RatAQP6 RatAQP8

RatAQP5

RatAQP2 RatAQPO

RatAQP4
RatAQP1

RatAQP3

RatAQP8
RatAQP9 RatAQP3

Arbres phylogénétiques obtenus grace au logiciel ClustalW.
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Le regroupement des protéines de chaque sous-famille est aussi visible dans les

autres segments mais la divergence est moins importante. En particulier, I'arbre réalisé sur

le 2°™ passage transmembranaire montre moins de divergence entre les membres de

chaque famille.

Figure 1V.3: Arbre phylogénétique de la boucle C et du 2éme passage transmembranaire des canaux

hydriques de rat

Boucle C TMB 2

RatAQP4
RatAQP5

RatAQP9

RatAQP6
RatAQP2

RAtAQPS RatAQP3

RatAQP1
RatAQPO RtAQP?

RatAQP5

RatAQPO
RatAQP7
RatAQP2

RatAQP8

RatAQP3
RatAQP6
RatAQP9 RatAQP4 RatAQP1 Q

Arbres phylogénétiques obtenus grace au logiciel ClustalW.

La boucle E est donc la partie de la protéine ou il y a le moins d'identité de séquence

entre les aquaporines et les aquaglycéroporines.
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Nous avons choisi de construire des chimeres entre AQP2 et AQP3 dans lesquelles
les séquences C-terminales ont été inversées entre les deux protéines, contenant ou non la
boucle E. Les inversions ont eté effectuées soit a partir de la fin du dernier segment
transmembranaire (AQP3-AQP2 Cter et AQP2-AQP3 Cter), c'est a dire les séquences C-
terminales cytoplasmiques, soit & partir du 2°™ motif NPA (AQP3-NPA' AQP2 et AQP2-

NPA' AQP3). Les schémas des chiméres sont représentés sur la figure ci-dessous.

Figure 1V.4: Schéma des 4 chiméres

NPA NPA’

rAQP3

/[ rAQP3 Cter

/ NPA’ / rTAQP3

rAQP3 /

rAQP3 / NPA’"/

Les segments de I'AQP2 de rat sont représentés en vert et ceux de I'AQP3 de rat sont en bleu. Les segments
ont été inversés soit a partir du 2°™ motif NPA (rAQP/NPA'/rAQP), soit & partir de la fin du 6°™ segment
transmembranaire (rAQP/rAQP Cter).

Les mesures des perméabilités des chiméres et des canaux hydriques sauvages sont

réalisées apres expression dans l'ovocyte de xénope.
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IVV.B. MATERIELS ET METHODES

IV.B.1. Construction et clonage d'AQP2, d'AQP3 et des chimeres dans
le vecteur T7TS

Clonage d'AQP3 dans le vecteur T7TS (en collaboration avec Vincent Laizé):

Le fragment d'/ADN codant pour I'AQP3 de rat, inséré entre Sal | et Not | du site de
clonage multiple du vecteur pSport nous a été fourni par le Docteur M. Echevarria (figure

ci-dessous).

Figure 1V.5: Carte de I'AQP3 de rat dans le vecteur pSport

NN s N S
¢ S F & & S

ORF AQP3 } /

—
Gene AQP3 de rat

pSport | /AQP3

Le gene d'AQP3 de rat est cloné entre les sites Sal | et Not | du vecteur pSport I.

Le plasmide pSport/AQP3 a été digéré avec les enzymes de restriction EcoR | selon
le protocole décrit par New England Biolabs (NEB), puis des extrémités franches ont été
obtenues par I'action de la polymérase Klenow. Les fragments obtenus ont été repris dans
1/6°™ de tampon de migration 6X (0,25% bleu de bromophénol, 30% glycérol) et séparés
sur gel d'agarose 1% a faible point de fusion dans du tampon TAE 1X (40 mM Tris-acetate
pH 8,3, 1 mM EDTA).

IV.B.1. Construction et clonage d’AQP2, d'AQP3 et des chiméres dans le vecteur T7TS
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La bande d'agarose contenant le fragment d'environ 100 pb est découpée puis
purifiée avec le kit "QIAEX Il Gel Extraction Kit" selon le protocole fourni par Qiagen ou
avec la -agarase selon le protocole de NEB. Le culot d'/ADN obtenu est repris dans 20 pl
de tampon TE (10 mM Tris pH 7,6, 1 mM EDTA). 1 pl est déposé sur gel d'agarose pour
quantifier le fragment d'/ADN. Le fragment purifié est ligué dans le vecteur T7TS, digéré
préalablement par EcoR V (dont une partie de la carte est représentée ci-dessous), par la T4

DNA ligase toute la nuit a 16°C selon le protocole NEB dans un rapport 50:1.

Figure IV.6: Partie du plasmide T7TS utilisé pour la transcription.
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Les régions 5 ' et 3' du géne de la B-globine sont représentées de part et d'autre du site de clonage des genes a
transcrire composé de Bgl I, EcoR V et Spe I. La linéarisation du plasmide peut se faire en coupant au
niveau du deuxiéme site de clonage composé de Pst I, Sal I, Xba I, BamH I, Sma I, Sac | ou EcoR I, en ayant

vérifié auparavant que le site utilisé est bien absent du géne a transcrire (Xba | dans notre cas).

Les ADNc codant pour I'AQP2 de rat et pour les chiméres AQP2-AQP3 de rat ont
été construits par mutagénese a l'aide de la PCR in vitro dans le vecteur pBlueScript ou

dans le vecteur pSport 2 delété entre Sac | et Pst | (A Sac I-Pst 1) en collaboration avec
Jean Mérot.
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Le détail des différentes chimeéres construites est représenté dans le schéma suivant.

Figure 1V.7: Séquences des chiméres a I'extrémité C-terminale
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Les parties correspondant a AQP2 sont en vert clairdans le schéma et en vert italique dans la séquence. Les

parties correspondant & AQP3 sont en bleu foncé dans le schéma et en bleu dans la séquence.

Les vecteurs pBlueScript (SK") contenant AQP2 ou la chimére AQP2-AQP3 Cter ont
été digérés par I'enzyme Kpn | et des extrémités franches ont été obtenues apres action de
la polymérase Klenow. Le fragment d'environ 1000 paires de bases (pb) contenant les
ORFs ont été obtenus apres digestion avec Spe | et purification. Les ligations ont été
réalisées entre le vecteur T7TS digéré avec EcoR V et Spe | et les fragments ci-dessus,

comme décrit précédemment.

IV.B.1. Construction et clonage d’AQP2, d'AQP3 et des chiméres dans le vecteur T7TS 105



Figure 1V.8: Carte du vecteur pBlueScript contenant AQP2 ou AQP2-AQP3 Cter
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L'AQP2 de rat et la chimére AQP2-AQP3 Cter sont clonées dans le vecteur pBlueScript (SK") entre les sites
Kpn | et BamH I.

Les vecteurs pSport 2 délétés contenant les chiméeres AQP3-AQP2 ont été digérés
par Mlu | avant I'obtention d'extrémités franches par action de la polymérase Klenow. Une
digestion par Xba | (cohésif avec Spe 1) a permis l'obtention d'un fragment d'environ 1000

pb qui a été cloné dans T7TS (digéré par EcoR V/Spe I).

Figure 1V.9: Carte du vecteur Psport 2 délété contenant AQP3-NPA'AQP2 et AQP3-AQP2 Cter
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Le vecteur pSport 2 a été délété d'une partie de son site de clonage (entre Sac | et Pst I) afin d'éliminer

certains sites également présents dans les ORFs tels Sma | et Kpn I.
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La chimére AQP2-NPA' AQP3 est clonée dans le vecteur pBlueScript entre Kpn | et
BamH I. Un site Kpn | étant présent dans la partie comprise entre le 2°™ motif NPA et le
début du 6°™ passage transmembranaire (voir carte ci-dessous), nous avons dd effectuer
une digestion partielle avec Kpn I. Nous avons tout d'abord digéré par Afl 111, puis par Kpn
| partiellement. Nous avons rendu les extrémités franches puis digéré par Spe I. Le

fragment obtenu, purifié, a été cloné dans T7TS digéré par EcoR V et Spe 1.

Figure 1V.10: Carte du vecteur pBlueScript contenant AQP2-NPA" AQP3
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La chimere AQP2-NPA' AQP3 Cter est clonée dans le vecteur pBlueScript (SK°) entre les sites Kpn | et
BamH I.

Transformation des bactéries:

2 Ml des produits de ligation servent a transformer 50 pl de bactéries
supercompétentes XL1 blue (Stratagéne) par choc thermique. Le mélange est effectué
stérilement dans la glace ou il est laissé 15 minutes. Il est ensuite incubé 45 secondes a
42°C puis remis dans la glace pendant 5 minutes. Les bactéries sont ensuite cultivées 1
heure a 37°C dans un milieu riche SOC (20 g/l Bacto-Tryptone, 5 g/l extrait de levure, 0,5
g/l NaCl et 20 g/l glucose), étalées sur boites de Pétri contenant un milieu LB-Agar (Luria-
Bertoni: 10 g/l Bacto-Tryptone, 5 g/l extrait de levure, 10 g/l NaCl) contenant 100 pg/ml
d'ampicilline puis incubées toute une nuit a 37°C. Seules les bactéries transformées sont

capables de pousser en présence d'ampicilline.

IV.B.1. Construction et clonage d’AQP2, d'AQP3 et des chiméres dans le vecteur T7TS
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Minipreps:

Afin de sélectionner les bactéries ayant intégré le plasmide contenant l'insert dans le
bon sens, 'ADN plasmidique est isolé des bactéries de quelques colonies sélectionnées au
hasard, par une technique de lyse alcaline ("Minipreps"). Les bactéries sont prélevées
stérilement et mises en culture une nuit a 37°C dans 3 ml de milieu LB contenant 100 pg/I
d'ampicilline. 2 ml de la suspension est centrifugé pendant 5 minutes a 10000g a 4°C. Le
culot de bactéries est resuspendu dans 100 pl de tampon GTE (50 mM glucose, 25 mM
Tris pH 8.00, 10 mM EDTA). L'ajout de 200 pl d'une solution alcaline (0,2 N NaOH, 1%
SDS) permet de lyser les bactéries. Aprés I'addition de 200 ul d'une solution d'acétate de
potassium (3 M Kac, 11,5% acide acétique), le mélange est centrifugé a 4°C pendant
10 minutes a 20000g. Le surnageant (environ 500 pul) est mélangé a 1 ml d'éthanol 100% et
le culot d'ADN plasmidique est récupéré apres une centrifugation de 10 minutes a 200009
et lavé dans 100 pl d'éthanol 70%, séché a 55°C puis repris dans 50 pl de TE contenant
20 pg/ml d'ARNases. Des digestions sur 1 pl de chaque préparation d'/ADN plasmidique
avec des enzymes de digestion judicieusement choisies suivi d'un dépét sur gel d'agarose

permet de sélectionner les clones de bactéries qui ont le plasmide contenant I'insert voulu.

Maxipreps:
La quantité nécessaire de plasmide pour préparer la matrice d'ADN en vue de la

transcription est de 50 pg. Une préparation d'ADN plasmidique en plus grande quantité est
réalisée par une "maxiprep”. 100 ml de culture de bactéries sont cultivées a 37°C toute une
nuit dans un milieu contenant 9/10°™ de milieu TB (Terrific-Broth, 12 g Bacto-Tryptone,
24 g d'extrait de levure, 4 ml de glycérol, gsp 900 ml) et 1/10°™ de milieu phosphate (2,31
g de KH,PO,, 12,54 g de K,;HPO, gsp 100 ml). Les bactéries sont centrifugées pendant 10
minutes & 50009 a 4°C puis le culot est repris dans 5 ml de GTE, laissé a 4°C durant 5
minutes. 10 ml de solution alcaline NaOH/SDS sont ajoutés et le tube est laissé 5 minutes a
4°C. 8 ml de solution d'acétate de potassium sont ajoutés et le tout est a nouveau laisse 10
minutes a 4°C. Le surnageant est récupéré apres une centrifugation de 15 minutes, 20000g,
4°C et I'ADN est precipité par I'ajout de 14 ml d'isopropanol 100%. Apres 5 minutes de

repos a température ambiante, le tube est mis a centrifuger 15 minutes & 20000g et le culot
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est séché a 55°C puis repris dans 1 ml de TE contenant 10 pg/ml de RNAse A, puis incubé
a 37°C pendant 30 minutes, au bout de 15 minutes, la protéinase K est ajoutée a 100 pg/ml.
L'ADN est ensuite nettoye (élimination des protéines) par une extraction au PCI (1/2
volume de phénol pH 7,5, 9/20°™ volume de chloroforme et 1/20°™ d'alcool isoamylique)
puis au CIAA (chloroforme: acide isoamylique). 1 ml de PCI est ajouté et le mélange est
centrifugé pendant 5 minutes a 6000g. La phase aqueuse supérieure est prélevée, ramenée
a 1 ml avec du TE puis mélangée a un volume de CIAA, centrifugé a 6000 x g pendant 5
minutes. L'ADN du surnageant, complété avec du TE, est précipité avec 570 pl de
PEG/NaCl (20% PEG 800, 2,5 M NaCl). Le culot obtenu apres une centrifugation de 15
minutes a 20000g a 4°C est lavé avec 750 pl d'éthanol 70% puis une centrifugation de 5
minutes a 20000g permet I'obtention d'un culot propre qui est séché et repris dans 400 pl
de TE. L'ADN est quantifié par mesure de la DO a 260 nm (1 unité DO2gonm= 50 pg/mi
d’ADN). Paralléelement, un dépot de 1 pl de 'ADN plasmidique linéarisé sur gel d'agarose

est effectué.

Transcription in vitro:

Le vecteur T7TS porte les régions 5' et 3' non traduites du géne de la B-globine de

xenope, permettant du transcrit une fois injecté dans les ovocytes (Preston et al., 1992).

Les ARNCc ont été synthétisés in vitro avec la T7 RNA polymérase en utilisant le kit
MRNA capping kit (Stratagene). Les ARNm naturels ont un résidu 7-méthylguanosine lié a
un triphosphate a leur extrémité 5'. Cette structure “en coiffe™ (cap) est nécessaire a la
stabilité des ARNs. L'utilisation du kit Stratagéne permet I'ajout d'un analogue de cette
coiffe, le 5-7MeGpppG a I'extrémité 5'. Ainsi, 'ARNCc exogéne sera stable dans I'ovocyte
grace aux régions non codantes de la 3-globine de xénope, d'une longue queue poly A en 3'

et de cette coiffe en 5'.

IV.B.1. Construction et clonage d’AQP2, d'AQP3 et des chiméres dans le vecteur T7TS
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Préparation de la matrice:

Ces étapes nécessitent l'utilisation de matériel et de solutions totalement débarrassés
de RNAses ("RNAse free") et le port de gants.

50 pg d'ADN plasmidique est linéarisé avec un enzyme ne coupant pas dans l'insert
et placé a la fin du gene a transcrire (Xbal le plus souvent) dans un volume final de 250 pl.
Le produit de digestion est traité avec 5 ul de protéinase K (1 pg/ml) pendant 30 minutes a
37°C. Une extraction au PCI puis au CIAA suivi d'une précipitation éthanolique (15
minutes & 4°C dans 1/10°™ V NaAc 3 M, pH 5,2 et 2,5 V d'éthanol 100%) et d'une
centrifugation de 30 minutes a 15000g 4°C permet I'obtention d'un culot qui est lavé avec
500 pl d'éthanol 70%, séché et repris dans 20 pl de TE.

Transcrition in vitro:

A 4 pl de matrice d'ADN (a 2,5 pg/ul, soit 10 ug), est ajouté successivement 21 pl
d'eau, 2 pl de rNTPs (10 mM rUTP, rATP, rCTP, 3 mM rGTP), 5 ul CAP analogue 10
mM, 2 ul DTT 0,75 M, 2 pl rGTP 1 mM, 2 ul RNAsine 40 U/ul, 10 pl de tampon 5 X (200
mM Tris pH 7,5, 250 mM NaCl, 40 mM MgCl,, 10 ul spermidine) et 2 pl dARN T7
polymérase a 50 U/ul. Le mélange est incubé pendant 90 minutes a 37 °C. La matrice est
éliminée par une incubation supplémentaire de 30 minutes avec 2 pl de DNAse | (5 U/ul).
200 ul d'eau sont ajoutés et une extraction au PCI puis au CIAA est réalisée. Apres une
précipitation éthanolique et une centrifugation pendant 15 minutes a 4°C a 15000 g, le
culot obtenu est lavé 2 fois avec 500 ul d'éthanol 70%, séché et repris dans 30 pl d'eau.

La concentration de I'ARNCc est estimée par mesure de la DO a 260 nm (1 unité
DOg2sonm = 40 pg/ml d'’ARN). L'ARN est considéré pur et dépourvu de protéines si le
rapport DO2eonm/DO2g0nm €St supérieur a 1,7. A partir de 10 pg de matrice, nous obtenons
de 25 a 30 pg d'ARNc. L'intégrité des transcrits est vérifiée sur gel d'agarose non-
dénaturant: 1 pl d'ARN est mélangé a 4 ul d'eau et a 5 pl de tampon de migration 2X, le
mélange est chauffé a 70°C pendant 5 minutes, mis dans la glace pendant 5 minutes et
dépose sur le gel. Les ARNc sont ensuite aliquotés par 5 pl a une concentration de 200

ng/ul et conservés a - 80°C jusqu'au moment de l'injection.
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IV.B.2. Les ovocytes de xénope

IV.B.2.a Préparation des ovocytes de xénope

Les ovocytes de stade V ou VI sont extraits de Xenopus laevis. Ils sont traites par 0,5
mg/ml de collagénase A (Boehringer) dans un milieu OR2 [82,5 mM NaCl, 2 mM KClI, 1
mM MgCl,, 5 mM HEPES-NaOH, pH 7,5] pendant 1 heure a 25°C. Ils sont ensuite rincés
avec I'OR2 contenant 1 g/l de sérum albumine bovine (BSA). Le décollement complet de
I'enveloppe de collagéne se termine en incubant les ovocytes dans une solution de 10 mM
K;HPO, & pH 6,5 pendant 1 heure a 25°C. lIs sont rincés avec une solution de Barth [88
mM de NaCl, 1 mM de KCI, 2,4 mM NaHCOj3, 0,33 mM Ca(NOs),, 0,41 mM CaCl,, 0,82
mM MgSO,, 10 mM HEPES-NaOH, pH 7,4] contenant 1 g/l de BSA. Les ovocytes sont
conservés dans du Barth contenant I'antibiotique gentamycine (50 pug/ml) a 18°C.

Les ovocytes sont injectés avec 50 nl d'eau "RNase-free" ou d'ARNc a une
concentration de 200 ng/ul (soit 10 ng) en général. L'ARNCc est dénaturé pendant 5 minutes
a 70°C et transféré dans la glace. Il est introduit dans une pipette, dont I'extrémité a un
diametre de 20 um, a l'aide d'un micromanipulateur. La pointe de la pipette est introduite
délicatement dans I'ovocyte au niveau de la bande équatoriale. 50 nl d'/ARNc (10 ng) ou
d'eau pour les ovocytes controles, sont injecté dans chaque ovocyte. Dans le cas des
coinjections de chimeres, 5 ng de chaque chimére sont injectés. Les ovocytes sont
maintenus a 18°C dans le tampon Barth. Ce milieu est changé tous les jours jusqu'au
moment de I'expérience.

La population d'ovocytes est inhomogene dans chaque ovaire et elle varie également
d'un xénope a l'autre. Les ovocytes de xénope matures sont les plus gros (diametre compris
entre 0,9 et 1,3 mm) et possédent une bande équatoriale tres nette alors que les ovocytes
non matures (de différentes tailles, 0,7 a 1,2 mm environ) ont une bande équatoriale plus
floue. Nous avons donc choisi des populations homogénes d'ovocytes matures et
d'ovocytes non matures petits pour certaines expériences, dont le diamétre est compris

entre 0,7 et 0,9 mm, afin de ne pas les confondre avec les ovocytes matures.

IV.B.2. Les ovocytes de xénope
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IV.B.2.b Incubation des ovocytes avec la progestérone

Les ovocytes dans un état de maturation différente sont incubés avec 5 pg/ml de
progestérone (Sigma) a différents moments avant les expériences de transport et pendant
différentes durées:

- pendant 30 minutes, 18 heures avant le début des expériences (Prog 30" veille),

- pendant 30 minutes, juste avant le début de I'expérience (Prog 30" avant exp),

- toute la nuit jusqu'au début de I'expérience (Prog nuit).

IV.B.3. Analyse de I'expression des canaux hydriques dans les ovocytes

1V.B.3.a Immunotransfert

Trois jours apres l'injection, les ovocytes (une dizaine en général) sont homogénéisés
dans un tampon de lyse [7,5 mM Na,HPO, (pH 7,4), 1 mM EDTA, 20 pug/ml PMSF, 1
ug/ml pepstatine A, 1 pug/ml leupeptine] a 4°C suivant le procédé de Preston et al. (Preston
et al., 1993). Le lysat est centrifugé a 750g pendant 5 minutes a 4°C pour enlever le jaune
d'oeuf. Les membranes sont récupérées apres centrifugation a 16000g pendant 30 minutes.
Un lavage est effectué avant resuspension dans le tampon de lyse (10 ul par ovocyte). Le
dosage au Micro BCA (Pierce) révele une concentration d'environ 10 pg de protéines
membranaires par ovocyte.

Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE et révélées par la méthode de
chimioluminescence. L'anticorps utilisé pour révéler AQP3 ou les chimeéres possédant
I'extrémité C-terminales d'AQP3 est celui décrit précédemment. Les autres protéines (ayant
I'extrémité C-terminale d'’AQP2) sont révélées avec un anticorps anti-AQP2 dirigé contre

le peptide de 15 résidus de I'extrémité C-terminale d’AQP2 de rat (Fushimi et al., 1993).

1V.B.3.b Immunofluorescence
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Trois jours apres l'injection, les ovocytes sont fixés dans une solution d'OR2
contenant 4% de paraformaldéhyde (PAF) pendant 1 heure, rincés, déshydratés avec une
solution de 30% de saccharose dans I'OR2, et congelés a I'azote liquide. Des coupes de 4 a 5
um sont réalisées a l'aide d'un cryostat. Les coupes sont bloquées 2 fois 5 minutes avec du
PBS/BSA 1% apres un rapide rincage de 3 minutes, elles sont incubées 1 heure avec
I'anticorps anti-AQP3 purifié dilué au 1:300 dans PBS/BSA 1%. Apres lavages au PBS (2
fois 5 minutes), elles sont incubées pendant une heure avec un deuxiéme anticorps (1:100)
anti-lapin fabriqué chez la chevre couplé au FITC ou au CY3 dans le PBS/BSA 1%. Les
coupes sont de nouveau lavées 2 fois pendant 5 minutes dans du PBS et montées sous

lamelle pour des observations sous un microscope a fluorescence (Olympus).

1VV.B.4. Tests fonctionnels

1V.B.4.a Mesure de la perméabilité a I'eau

Comme nous l'avons vu, l'ovocyte de xénope est utilise comme systeme d'expression
hétérologue. Dans le cas de I'expression de canaux ou transporteurs, les premieres mesures
fonctionnelles de perméabilité hydrique ont été reportées par Fischbarg et coll. sur le
transporteur de glucose, GLUT 1, en 1990 (Fischbarg et al., 1990). La mesure du
gonflement des ovocytes en fonction du temps suite a un choc hypoosmotique (Zhang et

al., 1990) est suivie par un systeme de vidéomicroscopie.

IV.B.4. Tests fonctionnels
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Figure 1V.11: Schéma d'enregistrement du gonflement des ovocytes

Les ovocytes équilibrés dans le tampon Barth
sont incubés dans une solution de Barth diluée
5 fois, induisant leur rapide gonflement. Les

cinétiques sont suivies a l'aide d'une caméra

Solution vidéo reliée a un ordinateur. Un logiciel permet
hypo-osmotique ' 9 P
= entrée d’eau le calcul direct du coefficient de perméabilité
hydrique (Ps en cm/s), a partir du changement
© relatif de volume en fonction du temps.
o
o

Le calcul du coefficient de perméabilité hydrique Ps en cm/s est fonction de la
variation de volume en fonction du temps, [d(V/V,)/dt] en s™, de la surface de I'ovocyte (S)

en cm?, et du volume molaire partiel de I'eau (Vy, = 18 cm*/mole) d'aprés I'équation:

V, x [d (VN(%J

Pf =
(S xV, x AOsm)

avec AOsm = (OSMint - OSMext), OsMin: égal & 200 mosm/l (0,2 x 10 mole/cm®) et

OSMext @ 40 mosm/1 (0,04 x 10°° mole/cm®).
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IV.B.4.b Mesure de la perméabilité au glycérol

La perméabilité aux solutés peut étre mesurée par le systéme de vidéomicroscopie en
se mettant en condition iso-osmotique, c'est a dire avec une solution externe qui comporte
du Barth dilué 5 fois (40 mosm/I) auquel a éte rajouté 160 mM de glycérol. Comme dans le
cas du spectrophotomeétre a flux interrompu, la mesure de la perméabilité aux solutés n'est
pas une mesure directe puisque I'on suit le flux d'eau concomitant. La méthode la plus
fiable consiste donc a mesurer la vitesse de ce transport grace aux mesures de vitesse
d'entrée d'un soluté radioactif dans I'ovocyte.

Les ovocytes équilibrés dans la solution de Barth sont incubés sous agitation douce
dans une solution de glycérol (concentrations variables suivant les expériences) marqué au
carbone 14, 5 uCi/ml (provenant du Service des Molécules Marquées du CEA de Saclay),
et dans des conditions isotoniques. Au bout d'un temps t (variable suivant les expériences),
3 ml de Barth a 0°C est ajouté. L'ovocyte est récupéré, mis sur un filtre GF/F (Wathman)
posé sur une fiole reliée a un systeme de filtration sous vide, puis il est rincé deux fois avec
3 ml de Barth froid. Le filtre et l'ovocyte sont placés dans une fiole de verre. La
radioactivité restant associée aux ovocytes est mesurée a laide d'un compteur a
scintillation aprés lyse des ovocytes dans 2% de SDS.

Aprés soustraction du bruit de fond, les valeurs de cpm mesurées sont transformées

en nmoles de glycerol entrées dans I'ovocyte grace a la relation:

Pgly(pm0| /OVOCyte) — (S:-T-rg

x10° x [glycérol |

avec STD, la moyenne des solutions standard en cpm/ml et [glycérol], la
concentration de glycérol en mmol/ml, et 10°, le coefficient de conversion des mmoles en
pmoles. Si l'incubation dans le glycérol a duré pendant un temps t (min), alors P'yy

(pmol/ovocyte/min) = Pgy/t.

IV.B.4. Tests fonctionnels
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On peut aussi calculer la perméabilité au glycérol en cm/s qui est égale a Pg/(S/t)
ou S est la surface de l'ovocyte qui est égale & environ 0,045 cm? pour un gros ovocyte et &
0,023 cm? pour un petit, et t' est le temps en secondes. Pour les chiméres, la Pgy a été
mesurée avec 1 mM de **C-glycérol. L'incubation a été de 10 minutes dans le glycérol
pour les expériences avec les chiméres Cter et de 5 minutes pour les expériences réalisées
avec les chimeres NPA'. Les valeurs de Py calculées en nmoles/ovocyte/minute sont donc
inférieures pour les expériences dont l'incubation a été de 10 minutes par rapport a celles
dont l'incubation était de 5 minutes puisque la vitesse d'entrée du glycérol ralentit a partir

de 5 minutes d'incubation.

IV.B.4.c Mesure des coefficients de réflexion pour différents solutés

Les flux d'eau a travers AQP3 exprimée dans I'ovocyte de xénope ont été mesures en
conditions iso-osmotique avec des solutions externes de 160 mM d'éthylene-glycol (C2),
de glycerol (C3), de diéthyléne-glycol (C4), de xylitol (C5) ou de mannitol (C6) contenus
dans du Barth 1/5°™ & 40 mosm/l. Les ovocytes sont transférés dans la solution iso-
osmotique contenant 160 mM de solutés. Les changements de volume sont suivis par le
systeme de vidéomicroscopie décrit précédemment.

Les mesures de sigma correspondantes pour chaque soluté sont calculées par le
rapport du flux d'eau observé en présence du composé imperméant (mannitol) sur celui

observé en présence du soluté voulu selon I'équation:

L [d (V/VO )/dt]soluté
soluté [d (V/Vo )/dt]mannitol
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IV.C. RESULTATS

Nous avons tout d'abord établi les conditions nécessaires a I'observation des
perméabilités au glycérol d’AQP3 et des chiméres exprimées dans I'ovocyte de xénope: la
quantit¢ d'ARNc injecté, le temps d'incubation des ovocytes dans le glycérol, la

concentration de glycérol, afin de rester dans des conditions de vitesse initiale.

IV.C.1. Etudes préliminaires sur des ovocytes exprimant AQP3

Moment de I'expérience apres injection d'ARNc AQP3

Le graphe ci-dessous montre que I'expression d'/AQP3 a déja lieu 24 heures apres

I'injection de I'ARNCc. Si I'on attend 72 heures, I'expression est encore plus élevée.

Figure 1V.12: Effet du temps d'attente entre I'injection et le transport de glycérol.

14 r

ONon injectés

12
M ARNc AQP3 10 ng

10

nmol glycérol / ovocyte en 90 secondes

24h 48h 72h

durée apres injection

Les ovocytes injectés avec 10 ng dARNc AQP3 sont incubés avec du glycérol (160 mM) marqué au **C

pendant 90 secondes et la radioactivité restant dans les ovocytes est comptée.

IV.C.1. Etudes préliminaires sur des ovocytes exprimant AQP3 117



Quantité d'’ARN AQP3 injecté dans les ovocytes de xénope

Différentes quantités d'’ARNc AQP3 ont été injectées dans les ovocytes de xénope

afin de vérifier un effet de saturation.

Figure 1V.13: Effet de la quantité d"’ARNc AQP3 sur le transport de glycérol
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On observe un effet saturable de la quantité d'ARNCc injectée. Cependant, le plateau
n'est pas encore atteint avec 10 ng d'/ARNCc injectés. Dans la suite des expériences, nous
injecterons 10 ng d'ARNc d'’AQP3, d'AQP2 et de chimeres AQP2-AQP3.
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Concentration de glycérol et notion de Km

Figure 1V.14: Effet de la concentration en glycérol sur la perméabilité des ovocytes
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Des ovocytes non injectés ou injectés avec 10 ng d'AQP3 sont incubés en conditions iso-osmotiques avec

des concentrations en glycérol allant de 1 mM a 160 mM pendant 10 minutes. Encadré: ovocytes non

injectés.

Dans ces gammes de concentrations, la perméabilité au glycérol des ovocytes

injectés exprimant AQP3 varie linéairement avec la concentration en glycérol utilisée,

indiquant un effet non saturable au niveau du passage de glycérol, suggérant un passage

par un canal et non par un transporteur. En revanche, la voie de passage du glycérol dans

I'ovocyte de xénope témoin est saturable avec un Km d'environ 50 mM, en accord avec
Maurel et al. (Maurel et al., 1994).

IV.C.1. Etudes préliminaires sur des ovocytes exprimant AQP3
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Temps d'incubation des ovocytes dans 1 mM de glycérol

Nous avons effectué des cinétiques d'entrée de glycérol avec une concentration de 1
mM de glycérol. Les résultats montrent qu'une différence est observable avec une telle
concentration entre les ovocytes exprimant AQP3 et les ovocytes non injectes quel que soit

le temps d'incubation utilisé (entre 1,5 a 80 minutes).

Figure 1V.15: Cinétique d'entrée de glycérol
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Des ovocytes non injectés ou injectés avec 10 ou 17,5 ng d’ARNc AQP3 sont incubés dans 1 mM de glycérol

pendant différentes durées.

Ces résultats montrent que la quantité de glycérol entrée dans les ovocytes exprimant
AQP3 est linéaire en fonction du temps et maximum jusqu'a 5 minutes d'incubation

environ, mais qu'au dela de ce temps, la vitesse d'influx ralentit.
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IV.C.2. Détermination du coefficient de réflexion pour AQP3 exprimée

dans I'ovocyte de xénope pour quelques solutés

Nous avons mesuré les coefficients de réflexion a l'aide de solutés de tailles

différentes pour AQP3 exprimée dans I'ovocyte de xénope. Les flux d'eau obtenus ont éte

mesurés a l'aide du systeme de vidéomicroscopie. Ils donnent les résultats suivants:

Figure 1V.16: Mesure des coefficients de réflexion pour quelques solutés
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‘ Pf (mm/'s) 134.76 107.29 63.11 38.24 20.22 34.25

Les ovocytes exprimant AQP3 sont soumis a un gradient hyperosmotique de 160 mM a l'aide des solutés

décrits dans le tableau. Les valeurs de o ont été mesurées par le rapport de la P; obtenue avec le mannitol

(34,25 mm/s), considéré comme imperméant, sur la Ps obtenue avec le soluté. La valeur de Ps obtenue avec

I'iso-xylitol est inférieure a celle obtenue avec le mannitol et ne nous a pas permis de calculer une valeur de

pour ce soluté.

Les valeurs de sigma obtenues pour les solutés choisis sont les suivantes:

éthyléne glycol: ~ 0,32
~ 0,54

glycérol:

méso-érythritol: =~ 0,89

IV.C.2. Détermination du coefficient de réflexion pour AQP3 exprimée dans I'ovocyte de

xénope pour quelques solutés
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Le canal ne laisserait pas passer les molécules a plus de 4 carbones. Ces valeurs
indiquent que ces solutés et I'eau sont en interaction a I'intérieur du pore. En revanche, nos
valeurs sont plus élevées que celles citées préecédemment (Meinild et al., 1998b; Zeuthen
et Klaerke, 1999). (Tsukaguchi et al., 1998) qui n'observent qu'une tres faible

discrimination entre I'eau et le glycérol pour des ovoxytes exprimant AQP3.

IV.C.3. Etude des chiméres dans les ovocytes de xénope

IV.C.3.a Détection de I'expression des chiméres

Immunoblot:
Nous avons Vérifié I'expression des chiméres dans les ovocytes puisqu'il est connu
que certains mutants de canaux hydriques ne sont pas exprimés dans l'ovocyte. Les

immunoblots obtenus sont représentés sur la figure ci-dessous.

Figure IV.17: Analyse de la présence des chiméres dans les membranes d'ovocytes de xénope
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Les protéines possédant I'extrémité C-terminale d'’AQP3 ont été révélées avec l'anticorps anti-AQP3 dirigé
contre la séquence C-terminale de I'AQP3 de rat (AQP3, AQP2-CT3 et AQP2-NPA'3). L'anticorps dirigé
contre la séquence C-terminale d'’AQP2 de rat a été utilisé pour révéler la présence d'/AQP2 et de la chimére

AQP3-NPA?.
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Les resultats montrent une expression des chiméres dans les membranes d'ovocytes.

Cependant, les signaux observés pour les chiméres possédant les sequences C-
terminale d'’AQP3 ne sont pas aussi intenses que ceux observés dans les ovocytes
exprimant les protéines sauvages AQP3, alors que la méme quantitée de protéines a été
chargée sur le gel, c'est a dire 10 pg (provenant d'un mélange de plusieurs ovocytes ayant
exprimé la méme protéine). Ceci indique une expression plus faible des protéines mutees
par rapport aux protéines sauvages. La chimére AQP3-AQP2 Cter n'a pas été déposée
puisque, comme nous le verrons plus loin, sa fonction de transport de glycérol non altérée

montre qu'elle est bien exprimée.

Immunofluorescence:

Les résultats précédents ne nous disent pas si les protéines sont bien exprimées a la
membrane plasmique des ovocytes et nous avons donc vérifie leur presence par
immunofluorescence pour les chimeres repérables avec l'anticorps anti-AQP3. Les essais
de marquage avec l'anticorps anti-AQP2 ne nous ont pas donné de résultats concluants au
niveau de la spécificité de cet anticorps puisqu'il marquait également les membranes
d'ovocytes non injectés.
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Figure 1V.18: Immunofluorescence sur un ovocyte AQP2-AQP3 Cter

AQP2-CT3 AQP3 AQP3
(Ac AQP3-CY3) (aucun-CY3) (Ac AQP3-CY3)

Les marquages ont été effectués avec le 1 anticorps anti-AQP3 puis le 2°™ anticorps est couplé au CY3
(sauf au milieu ou le 1°" anticorps n'a pas été mis, controle négatif). A gauche est représentée la chimere
AQP2 possédant l'extrémité C-terminale d'AQP3, au milieu et a droite (contrble positif), les ovocytes

expriment AQP3.

Figure 1V.19: Immunofluorescence sur un ovocyte AQP2-NPA' AQP3

AQP2-NPA’3 AQP2 AQP3
(Ac AQP3-FITC) (Ac AQP3-FITC) (Ac AQP3-FITC)

Les marquages ont été réalisés avec le 1°" anticorps dirigé contre I'extrémité C-terminale d’AQP3 puis par un
2™ anticorps couplé au FITC. A gauche, l'ovocyte exprime la chimére AQP2-NPA' AQP3 (AQP2-NPA'3),
au milieu et a droite, les ovocytes ont été injectés avec de I'ARNc codant pour AQP2 et AQP3,

respectivement.
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Les résultats montrent que les chimeéres testées sont bien adressées a la membrane
plasmique de lI'ovocyte. Les signaux paraissent cependant plus faibles avec les chimeres
AQP2-NPA" AQP3 et AQP2-AQP3 Cter qu'avec I'AQP3 sauvage, en accord avec les

immunblots.
Les chimeres étant bien exprimées dans les membranes de l'ovocyte et dans la

membrane plasmique pour celles qui ont pu étre testées, nous avons mesuré leur

perméabilité a I'eau et au glyceérol.
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IV.C.3.b Mesure des perméabilités a I'eau et au glycérol des

chimeéres

Chimere AQP2-AQP3-Cter
Cette chimeére posséde une perméabilité a I'eau réduite d'un facteur 2 par rapport aux

protéines sauvages AQP2 et AQP3 (figure ci-dessous).

Figure 1V.20: Perméabilité a I'eau et au glycérol de AQP2-AQP3 Cter
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La perméabilité hydrique est mesurée par le systtme de vidéomicroscopie en transférant les ovocytes
équilibrés dans du Barth 1 X vers une solution de Barth 1/5°™. La perméabilité au glycérol est mesurée en

incubant les ovocytes dans du **C-glycérol 1 mM pendant 10 minutes.

La majorité de la chimere étant constituée d'AQP2, il est compréhensible de ne pas
observer de perméabilité au glycérol a travers celle-ci, et le remplacement de la séquence
cytoplasmique C-terminale d'’AQP2 par celle d'AQP3 ne suffit pas a rendre la protéine
perméable au glycérol. Cependant, cette diminution d'un facteur 2 de la Ps peut provenir
d'une diminution de I'expression a la membrane plasmique observée en immunoblot et en
immunofluorescence, et dans ce cas, la chimére est fonctionnelle puisque I'on sait que la
perméabilité hydrique globale de I'ovocyte est proportionnelle a la quantité de canaux

présents sur la surface de I'ovocyte.
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Chimére AQP2-NPA' AQP3
Comme pour la chimére précédente, la perméabilité a I'eau est diminuée, et méme

plus fortement que la précédente.

Figure 1V.21: Perméabilité a I'eau et au glycérol de AQP2 NPA' AQP3
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La perméabilité hydrique est mesurée par le systeme de vidéomicroscopie en transférant les ovocytes

équilibrés dans du Barth 1 X vers une solution de Barth 1/5°™. La perméabilité au glycérol est mesurée en

incubant les ovocytes dans du *C-glycérol 1 mM pendant 5 minutes.

La perméabilité au glycérol n'est pas non plus obtenue apres le remplacement d'une
séquence plus importante appartenant a AQP3. Notons que les cinétiques d'entrée de
glycérol sont plus rapides que dans I'expérience précédente car elles ont été obtenues avec
un temps d'incubation de 5 minutes au lieu de 10 minutes (a partir de 5 minutes, la vitesse

du flux ralentit).
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Chimére AQP3-AQP2 Cter
Cette chimere présente également un défaut dans sa fonction de transport hydrique

mais la permeabilité hydrique mesurée est légérement supérieure a celle des ovocytes
témoins. On pourrait penser que ce défaut fonctionnel est aussi di a une diminution de
I'expression a la membrane plasmique, mais la perméabilité au glycérol n'est pas altérée
par le remplacement de la séquence C-terminale d'’AQP3 par celle d'AQP2, indiquant que

cette chimére est bien exprimée a la membrane plasmique de I'ovocyte.

Figure 1V.22: Perméabilité a I'eau et au glycérol de AQP3-AQP2 Cter
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La perméabilité hydrique est mesurée par le systtme de vidéomicroscopie en transférant les ovocytes
équilibrés dans du Barth 1 X vers une solution de Barth 1/5°™. La perméabilité au glycérol est mesurée en

incubant les ovocytes dans du **C-glycérol 1 mM pendant 10 minutes.

Ce reésultat pourrait suggérer que la séquence C-terminale d’AQP3 est impliquée dans
la fonction de transport hydrique et qu'elle est spécifique de chaque protéine, puisque la
séquence C-terminale d'AQP2 ne la remplace pas, indiquant qu'elle pourrait interagir avec
d'autres parties de la protéine pour former le pore hydrique. En revanche, cette séquence C-

terminale d'’AQP3 n'interviendrait pas dans la fonction de transport de glycérol.
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Chimere AQP3-NPA' AQP2
Les résultats ci-dessous montrent que cette chimere présente aussi une diminution de

la perméabilité hydrique qui est cependant plus élevée que celle des ovocytes témoins.

Cette chimére présente également une diminution de la perméabilité au glycérol.

Figure 1V.23: Perméabilité a I'eau et au glycérol de AQP3 NPA' AQP2
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La perméabilité hydrique est mesurée par le systeme de vidéomicroscopie en transférant les ovocytes
équilibrés dans du Barth 1 X vers une solution de Barth 1/5°™. La perméabilité au glycérol est mesurée en

incubant les ovocytes dans du **C-glycérol 1 mM pendant 5 minutes.

Nous ne disposons que de I'immunoblot et nous n'avons hélas pas pu verifier si cette
chimere était bien exprimée a la membrane plasmique. Nous ne pouvons donc conclure
avec certitude que la partie située entre le 2°™ motif NPA et la fin du 6™ domaine

transmembranaire est impliquée dans la fonction de transport de glycérol.
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IV.C.4. Coexpression des chimeres AQP2-NPA" AQP3 et AQP3-NPA'
AQP2

Puisque les résultats précédents semblent indiquer une baisse de la fonction ou de
I'expression a la membrane plasmique des chimeres AQP2-NPA' AQP3 et AQP3-NPA-
AQP2, nous avons supposé que la coinjection des chimeres complémentaires présentant
une inversion de séquences & partir du 2°™ motif NPA dans les ovocytes de xénope
induirait peut-étre la formation d'un tétramere hétérologue pouvant étre mieux exprimé ou
pouvant restaurer un canal fonctionnel pour le transport d'eau et/ou de glycérol.

Nous avons mesuré les perméabilités a I'eau et au glycérol d'ovocytes injectés avec
de l'eau, avec AQP2, avec AQP3, avec les chimeres séparément ou avec les chimeéres
coinjectées. Les expériences ont été réalisées sur 4 lots d'ovocytes différents dans les

mémes conditions. Les 4 expériences nous ont donné des résultats différents deux a deux.

Perméabilité au glycérol des ovocytes coinjectés

L'observation des résultats de la perméabilité au glycérol des ovocytes coinjectés
nous a laissés perplexes dans un premier temps puisque sur les 4 expériences réalisées,
deux expériences ont montré une perméabilité au glycérol aussi élevée que les ovocytes
exprimant AQP3 (lot A) et deux autres experiences ont montré une Pqy équivalente a celle

des ovocytes témoins injectés a I'eau (lot B).
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Figure 1V.24: Perméabilité au glycérol des ovocytes coinjectés
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La perméabilité au glycérol a été mesurée sur des ovocytes injectés avec 50 nl d'eau ou 10 ng d’ARNCc. Pour
la coinjection, les ovocytes ont été injectés avec 5 ng d'/ARN codant pour AQP2-NPA' AQP3 et 5 ng d'ARNc
codant pour AQP3-NPA' AQP2. Les expériences ont été répétées 4 fois sur 4 lots d'ovocytes différents. Les
ovocytes ont été incubés dans 200 pl de **C-glycérol 1 mM pendant 5 minutes avant rincage. Les résultats
ont été regroupés en deux lots aprés observation de la perméabilité au glycérol de base des ovocytes (injectés
a l'eau).
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Nous ne savons pas si la perméabilité au glycérol observée avec les ovocytes
coinjectés avec les chiméres complémentaires inversées a partir du deuxiéme motif NPA
vient de la formation d'une voie de passage pour le glycérol par les deux chimeéres
associées, ou bien d'une association de ces chimeres par hétéromérisation avec un
facilitateur endogene, ou encore de I'induction d'un facilitateur de glycérol endogene de
I'ovocyte de xénope. En regardant les valeurs de base de Py, pour les ovocytes injectés a
I'eau ou avec AQP2, on s'apercoit qu'elles sont environ 3 a 4 fois plus élevées dans le lot A
que dans le lot B. Les ovocytes injectés séparément avec les chimeéres (lot A) présentent
une permeabilité au glycérol au niveau de celle des ovocytes témoins de ce méme lot.
Notre hypothése serait plutdt I'induction de I'expression a la membrane plasmique d'un
facilitateur de glycerol endogéne des ovocytes de xénope du lot A, par association avec les

chiméres ou non.

Perméabilité a I'eau des ovocytes coinjectés.

La perméabilité a I'eau a egalement été mesurée sur les 4 lots d'ovocytes, le jour
méme ou les mesures de Py, ont été effectuées. Les résultats sont aussi regroupés par lots
(A et B precédemment définis).
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Figure 1V.25: Perméabilité a I'eau des ovocytes coinjectés
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La perméabilité a l'eau a été mesurée sur des ovocytes injectés avec 50 nl d'eau ou 10 ng d'’ARN. Pour la
coinjection, les ovocytes ont été injectés avec 5 ng d’ARNc codant pour AQP2-NPA' AQP3 et 5 ng d'/ARNc
codant pour AQP3-NPA" AQP2. Les expériences ont été répétées 4 fois sur 4 lots d'ovocytes différents. Les

résultats ont été regroupés en deux lots apres observation de la perméabilité hydrique de base des ovocytes

(injectés a I'eau). L'injection des chiméres seules n'avait été faite que dans deux expériences.
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Méme si la perméabilité hydrique des ovocytes exprimant AQP3 est plus basse dans
le lot B par rapport au lot A, elle n'est pas significativement différente de celle des
ovocytes injectés avec AQP2 du lot B. On remarque encore que la Ps de base des ovocytes
injectés a I'eau du lot A est plus élevée que celle des ovocytes du lot B. Cette différence se

reflete aussi avec les ovocytes coinjectes.
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IV.C.5. Etude des P: et Py, d'ovocytes de xénope a divers stades de

maturation

Nous avons vu dans les travaux précédents que le systeme d'expression hétérologue
choisi n'est pas sans présenter quelques inconvenients. En effet, les ovocytes de xénope ne
sont pas homogenes d'un animal a l'autre et méme dans un méme animal, ils sont présents a
des stades de maturation différents. Ainsi, il a été montré que I'injection de certains ARNS
pouvait produire une augmentation de perméabilité a I'eau et au glycérol de la membrane
de l'ovocyte qui ne provient pas forcément de la protéine que I'on a voulu surexprimer mais
au contraire, de l'expression induite d'une protéine endogene (Schreiber et al., 1997).
Récemment, il a été observé une activation des perméabilités a I'eau et au glycérol dans les
épithéliums pulmonaires et les cellules CHO, qui sont dépendantes de la CFTR (Schreiber
et al., 1999), la CFTR n'étant pas perméable a I'eau, contrairement & ce que certains auteurs
avaient demontre (Hasegawa et al., 1992).

D'autre part, les travaux de I'équipe argentine (Ford et al., 1996) ont montré que
I'injection d'’ARNmM provenant d'ovocytes de crapaud Bufo arenarum dans les ovocytes de
Xenopus laevis augmente la perméabilité hydrique de ces derniers. Si les ovocytes de
crapaud sont prétraités a la progestérone, alors, les ARNmM issus de ces ovocytes
n'induisent plus I'expression de canaux hydriques a la membrane des ovocytes de xénope
dans lesquels ont été injectés ces ARNm. Il a eté également montré que I’AQP9 de rat était
exprimée dans les ovocytes de rat non matures mais qu’elle était absente dans les ovocytes
se trouvant dans un stade de maturation avance (parisi, 1999). On pourrait imaginer qu’un
phénomeéne équivalent a lieu dans les ovocytes de xénope et c’est ce que nous avons
cherché a éclaircir.

Il nous a donc paru incontournable de mesurer la perméabilité a I'eau et au glycérol

d'ovocytes témoins a difféerents stades de maturation.

IV.C.5. Etude des PBfB et PBglyB d'ovocytes de xénope a divers stades de maturation
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IV.C.5.a Perméabilité hydrique d'ovocytes a différents stades de maturation

Le graphe ci-dessous montre une différence dans la permeabilité hydrique des
ovocytes suivant leur stade de maturation: la Pr des ovocytes non matures est environ 2

fois plus importante que celle des ovocytes matures.

Figure 1V.26: P; d'ovocytes de xénope a divers stades de maturation et effet de la progestérone
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Les ovocytes matures ou non matures, incubés ou non avec la progestérone, 5 pg/ml, (toute la nuit, 30
minutes la veille, ou 30 minutes juste avant I'expérience) sont soumis a un choc hypo-osmotique. (Barres
d'erreur = déviation standard, Chaque barre représente la valeur moyennée de 2 a 4 expériences effectuées

chacune avec environ 5 ovocytes)

La progesterone est une hormone steroidienne qui induit la maturation des ovocytes
de xénope. Nous avons testé I'effet de la progestérone a divers moments avant lI'expérience
de transport (la veille ou juste avant) et pendant un temps d'incubation variable (toute la
nuit ou pendant 30 minutes), aussi bien sur les ovocytes matures que sur les ovocytes non
matures.

Les ovocytes non matures qui ont été rendus matures grace a l'incubation dans la

progestérone ont une Ps inférieure aux ovocytes non traités, quels que soient la durée ou le
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moment de [l'incubation. L'effet est obtenu a court terme (30 minutes juste avant
I'expérience) ou a long terme (30 minutes la veille). Les ovocytes matures sont encore
sensibles a la progestérone, indiquant que méme les ovocytes considérés matures, ne le
sont pas complétement. Dans ces ovocytes, I'effet obtenu est un effet a long terme car
I'incubation des ovocytes "matures” 30 minutes avant I'expérience ne suffit pas a obtenir
une P aussi basse que celle obtenue avec une incubation dans la progestérone de 30

minutes la veille.

IV.C.5.b Perméabilité au glycérol d'ovocytes a différents stades de maturation

La figure ci-dessous montre également une perméabilité au glycérol plus faible dans
les ovocytes non matures par rapport aux ovocytes matures. Dans le cas des ovocytes non
matures, lI'action de la progestérone a un effet plus puissant si elle agit toute la nuit que si
elle agit 30 minutes seulement, soit la veille, soit juste avant I'expérience. Sur les ovocytes
matures, l'action est aussi plus efficace toute la nuit, mais également la veille pendant 30
minutes. Elle n'a pratiguement plus d'effet si elle est ajoutée pendant 30 minutes juste

avant l'expérience.

IV.C.5. Etude des PBfB et PBglyB d'ovocytes de xénope a divers stades de maturation
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Figure 1V.27: Py, d'ovocytes de xénope a divers stades de maturation et effet de la progestérone
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Les ovocytes matures ou non matures, incubés ou non avec la progestérone, 5 pg/ml, (toute la nuit, 30
minutes la veille, ou 30 minutes juste avant I'expérience) sont incubés 5 minutes avec une solution de **C-
glycérol 1 mM. La radioactivité restante dans chaque ovocyte est comptée. (Barres d'erreur = déviation
standard, Chaque barre représente la valeur moyennée de 2 a 4 expériences effectuées chacune avec environ

5 ovocytes).

Ces résultats montrent donc qu'une perméabilité au glycérol plus importante est
présente dans les ovocytes non matures par rapport aux ovocytes matures et que dans les

deux cas, elle est encore diminuee aprés traitement a la progestérone.

L'ovocyte d'amphibien est arrété en stade prophase | de la méiose et reste dans ce
stade jusqu'a ce qu'il rencontre la progestérone (Masui et Clarke, 1979). La progestérone
déclenche alors la méiose et les ovocytes s'arrétent en métaphase Il jusqu'a ce qu'ils soient
fécondés. Des travaux de cryofracture sur les ovocytes de xénope ont montré qu'apres 5
minutes de traitement a la progestérone, il est observé une diminution de la quantité de
particules intramembranaires a la surface de la membrane plasmique (Bluemink et al.,
1983) ainsi qu'une augmentation des vesicules dans le cortex de I'ovocyte (Larabell et
Chandler, 1988). La revue de Maller et Krebs montre I'existence de régulations

importantes dans les ovocytes en cours de maturation (Maller et Krebs, 1980).
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Il avait depuis longtemps été montré que la progestérone induisait un changement de
la perméabilité membranaire des ovocytes de xénope, en particulier aux acides aminés
(Pennequin et al., 1975). Il a également été décrit une diminution de la permeabilité a
I'urée de la membrane de I'ovocyte de grenouille Rana pipiens (Lau et al., 1994). Nous
avons vu d'apres nos résultats et d'apres les resultats de la littérature, que si les ovocytes de
Xenopus laevis sont dans un stade de maturation précoce, l'expression d'une protéine
exogéne pouvait induire l'expression et/ou l'adressage plus importante d'un canal
endogene. Grace aux mesures des perméabilités hydriques et au glycérol d'ovocytes de
Xenope matures et non matures, nous avons montré que les transports d'eau et de glycérol
étaient plus importants dans les ovocytes de xénope non matures que dans les ovocytes en
stade de maturation plus avancé. L'action de la progestérone induit une réduction plus
importantes de ces perméabilités. Les résultats obtenus sur la coinjection des chimeres
auraient pu nous amener a penser initialement que la formation d'un tétrameére hétérologue
entre les deux chiméres pouvait former un canal fonctionnel pour le transport du glycérol.
Cependant, les resultats n'ont pas été reproduits avec d'autres lots d'ovocytes. Apres
vérification des perméabilités des ovocytes non injectés, nous en avons conclu que
l'artéfact provenait de I'expression a la membrane plasmique de I'ovocyte de la protéine
endogene ou bien de I'association en oligomeres de la protéine endogene et des chimeéres
exogenes. Ces résultats sont a associer avec ceux deja obtenus sur I'induction d'un canal
endogene de l'ovocyte de xénope par l'expression de la CFTR (Schreiber et al., 1997). Le
clonage de ce canal ou de ce transporteur endogene, pourrait nous renseigner sur leur
appartenance, ou non, a la famille des protéines MIPs. Des expériences de saturation par
des concentrations en glycérol variables pourraient étre envisagées pour discriminer entre

canal ou transporteur.
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IV.D. DISCUSSION-CONCLUSION

Le travail effectué sur les chimeres a montré I'implication de certains segments dans
les fonctions de transport d'eau et/ou de glycérol des canaux hydriques utilisés.

Les experiences de western-blot et d'immunofluorescence semblent montrer que les
protéines chimeres sont moins bien exprimées dans les ovocytes et moins bien adressées a
la membrane plasmique (pour celles qui ont pu étre testées en immunofluorescence), ce qui
pourrait expliquer l'absence de fonction pour certaines d'entre elles. Cependant, la
perméabilité au glycérol de la chimére AQP2-AQP3 Cter n'est pas altéree, ce qui prouve
que la protéine est bien adressée a la membrane plasmique de I'ovocyte et qu'elle a donc
bien perdu sa fonction de canal hydrique.

En se basant sur les résultats obtenus sur cette seule chimére AQP3-AQP2 Cter, on
peut conclure que la partie C-terminale d’AQP3 est impliquée dans le pore hydrique et que
la partie équivalente d'AQP2 insérée a la place ne permet pas de rétablir la fonction de
transport hydrique, suggérant une spécificité de cette partie d'’AQP3 qui n'est pas
interchangeable entre les canaux hydriques. Cette partie C-terminale d'’AQP3 pourrait peut-
étre interagir avec d'autres parties de la molécule pour former un pore hydrique et la partie
C-terminale d'’AQP2 n'en est pas capable, et pourrait au contraire géner certaines
interactions. D'autre part, cette séquence C-terminale n'est pas impliquée dans la formation
du pore du glycérol puisque le transport de glycérol n'est pas altéré dans cette chimeére.

En revanche, les transports d'eau et de glycérol sont altérés dans la chimere AQP3-
NPA" AQP2 suggérant que la partie comprise entre le deuxiéme motif NPA et la fin du
dernier segment transmembranaire est impliquee dans ces fonctions, sous réserve que ces
baisses de fonction ne soient pas dues a une baisse d'expression a la membrane plasmique.

Ces travaux sont en accord avec ceux de I'équipe de Rennes puisque parmi les cing
positions discriminantes entre les aquaporines et les facilitateurs de glycérol, quatre d'entre
elles sont situées dans la boucle E et dans le dernier segment transmembranaire (Froger et
al., 1998).
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Le passage d'eau est altéré dans la chimére AQP3-AQP2 Cter, mais celui du glycérol
est intact, suggérant qu'il n'y a pas de voie commune pour ces deux composés. Au
contraire, le calcul du coefficient de réflexion inférieur a 1 pour le glycérol a travers
AQP3, de méme que les travaux de Zeuthen et al; montrant I'effet du pH sur Ps et Pgy
(Zeuthen et Klaerke, 1999), suggerent une interaction de ces deux composes a l'intérieur
du pore. Il existe également une controverse au niveau des résultats d'inhibition par les
mercuriels trouvés par certaines équipes (voir chapitre 11.C). Tous ces résultats regroupés
m'aménent a penser a un nouveau modéle concernant la voie de passage de l'eau et des
solutés: on pourrait supposer qu'une partie seulement des voies de passage de l'eau et du
glycérol serait commune. Ce modéle hypothétique, représenté ci-dessous, ne remet pas en
cause le modéle du sablier déecrit par Jung et al. (Jung et al., 1994b) et pourrait tout a fait

coincider.

Figure 1V.28: Modele hypothétique d'’AQP3
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La voie de passage pour l'eau et le glycérol est commune dans une certaine partie, 1a ou les molécules
interagissent ensemble (valeurs de sigma pour le glycérol inférieure a 1). Les voies se sépareraient au niveau
du pore avec le passage d'eau situé pres de I'extrémité C-terminale cytoplasmique (portion impliquée dans le
passage d'eau mais pas dans celui du glycérol: observation faite par les mesures de transport de la chimeére
AQP3-AQP2 Cter).
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Par ailleurs, nous avons coinjecté les deux chimeres complémentaires AQP2-NPA'
AQP3 et AQP3-NPA" AQP2 dans les ovocytes de xénope afin de tenter de reconstruire un
canal fonctionnel par hétéromérisation. Les mesures de perméabilité des ovocytes
coinjectés ont montré des résultats opposés suivant les ovocytes utilisés pour les
experiences. Dans les expériences ou une perméabilité au glycérol aussi élévée que celle
des ovocytes exprimant AQP3 a été mesurée dans les ovocytes coinjectés, les ovocytes
témoins de cette méme expérience montrent des perméabilités de base a I'eau et au glycérol
supérieures d'un facteur 3 a 4 par rapport aux ovocytes témoins des autres expériences.
Nous avons montré que ces variations de perméabilités de base provenaient du stade de
maturation des ovocytes. Cependant, nous n‘avons pas déterminé ce qui a pu provoquer
cette perméabilité au glycérol élevée dans les ovocytes coinjectés. Il s'agirait peut-étre
d'une hétéromérisation des chimeéres entre elles ou avec des sous-unités endogénes des
ovocytes de xénope ou de l'induction a la membrane plasmique du canal endogene par les
chiméres. Ainsi, nous concluons qu'un soin attentif dans le choix des ovocytes doit étre
apporté pour étudier la fonction de protéines MIP récemment clonées dans le but de
s'affranchir des perméabilités provenant de la présence d'une protéine MIP endogéne dans
les ovocytes de xénope. Le moyen pour y remédier est de vérifier la valeur des
perméabilités de base des ovocytes non injectés et de s'assurer qu'elles sont suffisament

faibles pour ne pas suspecter la présence de canaux endogenes.
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CHAPITRE V. DETERMINATION DE
L'OLIGOMERISATION D'AQP3 EXPRIMEE DANS
DIFFERENTS SYSTEMES

V.A. INTRODUCTION

Parmi toutes les protéines MIP, seule la structure d'AQP1 est connue actuellement a
haute résolution (Cheng et al., 1997; Li et al., 1997; Walz et al., 1997) pour des raisons
déja citées en introduction. Les résultats ont montré qu'AQP1 était tétramérique. Cette
structure avait été observée auparavant par des études de cryofracture sur membranes
(Smith et Agre, 1991; Verbavatz et al., 1993; Zeidel et al., 1994). Le rble de cette
oligomérisation n'est pas bien claire puisqu'il a été montré que chaque sous-unité d'AQP1
était fonctionelle (Preston et al., 1993; Van Hoek et al., 1991), mais elle pourrait stabiliser
les monomeéres. Par des approches biochimiques permettant de déterminer le coefficient de
sédimentation de protéines solubilisées dans les détergents non dénaturants, la structure
tétramérique d'AQP1 a été confirmée (Jung et al., 1994b; Mathai et Agre, 1999) et il a été
montré que d'autres canaux hydriques possédaient également une structure tétramérique,
tel AQP2 (Kamsteeg et al., 1999). Cette méthode a servi a démontrer qu'une simple
mutation dans les canaux hydriques pouvait empécher leur oligomérisation (Kamsteeg et
al., 1999; Mathai et Agre, 1999). Nous pouvons imaginer que toutes les protéines de la
famille MIP doivent avoir une structure tridimensionnelle semblable du fait de leur
topologie générale identique, mais la faible identité de séquence de certains segments et la
différence de sélectivité observée entre les aquaporines et les aquaglycéroporines pourrait

suggérer qu'elles possedent une structure différente.
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Gréace aux calculs des coefficients de sedimentation en conditions non dénaturantes,
I'équipe de Rennes a montré la structure tétramérique d'AQPcic et ils ont observé que le
facilitateur de E. coli, GlpF, sédimentait dans des fractions plus légeres. Ils en ont déduit
que GlpF avait une structure monomérique dans les membranes (Lagree et al., 1998a). De
plus, une double mutation dans AQPcic consistant a insérer les résidus de GIpF
correspondant & ces mémes positions (W203L/Y222P) provoque un changement du
coefficient de sédimentation de la protéine AQPcic mutée par rapport a la sauvage,
suggérant un passage de I'état tétramérique a I'état monomérique.

Il nous a donc paru intéressant de connaitre [I'état d'oligomerisation d'une
aquaglycéroporine qui n'est pas seulement un canal hydrique strict mais aussi un
facilitateur de glycerol. Ceci nous permettrait d'avancer dans la compréhension des
propriétés de sélectivité des protéines MIP.

Nous avons donc utilisé I'approche biochimique et la méthode de cryofracture de
membranes d'ovocytes pour cette étude. Pour la détermination du coefficient de
sedimentation, nous avons utilisé des membranes de divers systémes natifs ou hétérologues
dans lesquels AQP3 était exprimée. Nous avons également choisi un détergent dénaturant,
le SDS, qui servira de contrdle pour connaitre le coefficient de sédimentation des
monomeéres dans divers détergents non dénaturants, le NLS, I'0OG et le Triton X-100. Le
choix de plusieurs systemes et de plusieurs détergents permet de trouver les meilleures
conditions de solubilisation pour AQP3. Cette solubilisation dépend effectivement du
détergent utilisé et de la composition des lipides environnant la protéine membranaire. Les
résultats pourront ainsi étre comparés les uns aux autres.

Les systemes utilisés sont le globule rouge humain et la médullaire externe de rein de
rat (natifs), I'ovocyte de xénope et la levure pour les systemes hétérologues. Le globule
rouge possede deux canaux hydriques (AQP1 (Preston et Agre, 1991) et AQP3 (Roudier et
al., 1998)). AQP1 est connu pour resider dans les membranes en tétraméres et nous servira
de contrdle, méme si certains auteurs ont montré une forme dimerique apres solubilisation
en OG (van Hoek et al., 1995).

La comparaison des faces P de cryofracture de membranes d'ovocytes de xénope

exprimant des protéines exogenes et de membranes d'ovocytes témoins a permis de
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calculer la densité des particules exogenes et d'estimer leur diameétre (Eskandari et al.,
1998; Zampighi et al., 1995). Nous avons effectué ce travail sur des ovocytes exprimant
AQP3 afin de déterminer les parameétres ci-dessus et d'apporter des résultats

supplémentaires pour définir I'état d'oligomérisation de cette aquaglycéroporine.

147



V.B. MATERIELS ET METHODES

V.B.1. Expression d’AQP3 dans la levure Saccharomyces cerevisiae

V.B.1.a Construction du vecteur portant le gene codant pour AQP3

Le vecteur utilisé pour l'expression d'’AQP3 de rat dans la levure Saccharomyces
cerevisiae est pYX222. Ce vecteur contient le promoteur de la triose phosphate isomérase
qui est un des plus puissants promoteurs constitutifs décrits dans la levure, il permet un
niveau d'expression comparable a celui des enzymes les plus abondantes de la levure. Il
porte également le marqueur de seélection a [I'histidine et le géne de résistance a

I'ampicilline.

Figure V.1: Schéma des vecteurs pYX222 et pYX223
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Les vecteurs pYX possedent un marqueur de sélection a I'histidine (HIS), un geéne de resistance a
I'ampicilline (Amp®) et un promoteur, constitutif dans le vecteur pYX222 (TPI), ou inductible par le

galactose (Gal) dans le vecteur pYX223.

L'ORF codant pour I'AQP3 de rat situe dans le site de clonage multiple de pSPORT |
entre Sal | et Not | nous a été fourni par M. Echevarria. Ce vecteur a été partiellement

digéré par Not | (cohésif avec Nco 1) situé juste avant le codon ATG du géne AQP3 puis
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avec Hind 11 pour isoler la séquence compléte de I'AQP3 de rat. Ce fragment a été ensuite
cloné dans le vecteur pY X222 digéré par Nco | et Hind I1l. Le vecteur pYX223 contenant

un promoteur inductible par le galactose a aussi été utilisé.

V.B.1.b Transformation de la souche W303 et W303/fpsl::LEU et culture des

levures

La souche W303-1A (MATa, ade2-1, his3-11,15, leu2-3,112, trpl-1, ura3-1) de
Saccharomyces cerevisiae a été utilisée pour la transformation avec le plasmide pY X222
ou pYX223 portant I'ORF d'AQP3 de rat a l'aide d'un électroporateur (BioRad Gene
Pulser). Les levures sont mises en culture sur un milieu synthétique contenant 0,67% YNB
(Yeast Nitrogen Base) sans acides aminés avec 2% de glucose, 40 pg/ml adenine, 60 pg/ml
L-leucine, 40 pg/ml L-tryptophane, 20 pg/ml uracile et 2% d'agar (Difco). Les levures
transformées, sélectionnées par leur aptitude a pousser sur milieu sans histidine, sont mises
en culture dans le méme milieu liquide (dépourvu d'Agar) a 30°C. La souche
W303/fpsl::LEU posseéde un gene de synthése de la leucine (LEU) lui permettant de
pousser sur milieu sans leucine. Le fait de tranformer cette souche par le vecteur pY X222
ou pYX222/AQP3 lui confere I'aptitude a pousser sur milieu sans histidine. L'absence

d'histidine permet la sélection de la souche transformée.

V.B.1.c Test fonctionnel

Les levures sauvages W303 ou disruptées pour le gene codant pour le transporteur de
glycérol endogéne , Fpsl (Luyten et al., 1994) (W303/fpsl::LEU), transformées avec le
vecteur pY X222, ou avec le vecteur pY X222 contenant I'AQP3 de rat, sont cultivées dans
le milieu YNBG liquide jusqu'a I'obtention d'une DOggo = 1 (5x107 levure/ml). Le culot de

levure est resuspendu dans le milieu YNBG & 2x10® levures / ml. Les levures sont

V.B.1. Expression d'’AQP3 dans la levure Saccharomyces cerevisiae
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incubées dans 1 mM ou 100 mM de glycérol contenant 5uCi/ml de glycérol marqué au
ct.

A différents temps, 500 pl sont prélevés (10° levures), filtrés sur filtre Whatman
GFA, et rincés avec du milieu & 0°C. La radioactivité retenue dans les levures est
quantifiée par scintillation liquide. La perméabilité au glycérol est exprimée en nmoles de
glycérol captees par les levures en fonction du temps, en considérant que l'effet lié au
métabolisme du glycérol (pouvant former des molécules sortant rapidement) est

négligeable pendant la durée de I'expérience.

V.B.1.d Préparation des membranes de levure

Pour les expériences de mesures des coefficients de sédimentation, nous avons choisi
de préparer les membranes a partir des levures W303 transformées avec le vecteur
pY X222 portant I'ORF de I'AQP3 de rat. L'isolation des membranes de levures a été
effectuée suivant le protocole de Huang et al. (Huang et al., 1996). 500 ml de culture de
levures ayant atteint une DOgyo = 1 sont centrifugés a 4500g pendant 5 minutes et lavés
une fois a I'eau. Le culot de levures est resuspendu dans un tampon d’homogenéisation [ 28
mM Tris pH 8,5, 0,2 M saccharose, 5,4 mM EDTA, 1 mM PMSF, 5 pg/ml leupeptine, 5
pmg/ml pepstatine]. Les levures sont cassées a 4°C en vortexant et en secouant
vigoureusement a avec des billes de verre pendant 15 minutes. Le culot récupéré grace a
une premiere centrifugation a 1600g pendant 10 minutes est resuspendu dans le méme
tampon puis les levures restantes sont cassees. Les débris cellulaires sont retirés par une
deuxiéme centrifugation. Les deux surnageants contenant les membranes sont reunis et le
culot de membranes est collecté aprés une centrifugation de 100000g pendant 1 heure a
4°C et resuspendu dans 500 ul de tampon d’homogénéisation, pH 7,4, depourvu de
saccharose. La fraction membranaire est conservée a -20°C. Le dosage au Micro BCA
indiqgue une concentration de protéines membranaires d'environ 14 mg/ml. Pour la

détection de la présence d'AQP3 dans les levures, 10 ug de protéines membranaires sont
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séparées sur gel SDS-PAGE puis révélées par immunotransfert grace a l'anticorps anti
AQP3 purifié, dilué 500 fois.

V.B.2. Expression d'’AQP3 dans la levure Saccharomyces cerevisiae 151



V.B.2. Mesure des coefficients de sédimentation

V.B.2.a Préparations membranaires

Préparation des membranes d'érythrocytes.

Les globules rouges sont lavés trois fois dans un tampon Carlsen [154 mM NacCl, 5
mM D-glucose, 0,25 mM KH,POy, 0,25 mM Na,HPO,, pH 7,4] (Carlsen et Wieth, 1976)
puis centrifugés a 2000g pendant 10 minutes & 8°C. Les fantdmes d'hématies sont obtenus
suivant le procédé de Ojcius et al. (Ojcius et al., 1988). Les érythrocytes lavés sont lysés
dans un milieu hypotonique [5 mM NayHPO,, pH 8,0] contenant 20 pg/ml de PMSF et 2
pg/ml de pepstatine. Ils sont centrifugés pendant 25 minutes a 250009 a 4°C puis le culot

membranaire est repris dans le méme tampon a environ 10 mg/ml.

Préparation des membranes de médullaire externe de rein de rat (en collaboration

avec Christine Leroy).

Le cortex et la médulla interne sont disséques a l'aide d'un scalpel. La médullaire
externe est coupée en petits morceaux puis homogénéisée a I'nomogeénéiseur de Dounce
(20 coups) a 4°C dans un milieu contenant 0,1 mg/ml de PMSF et un mélange d'inhibiteurs
de protéases. Une premiere centrifugation est effectuée pour enlever les débris et noyaux
(5000g, 20 minutes). La fraction membranaire est obtenue dans le culot aprés une
centrifugation de 30 minutes a 48000g. Les échantillons sont repris et aliquotés a une

concentration de 30 mg/ml, puis congelés a -80°C.
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V.B.2.b Solubilisation des protéines par divers détergents

Les proteines membranaires de globules rouges (800ug), d'ovocytes (250 ug) et de
levures (700 pg) exprimant AQP3, sont solubilisées dans 100 pl d'un tampon [20 mM Tris
(pH 7.4), 1 mM DTT] contenant 1% SDS, 1% Triton X-100, 2% N-Octyl B-D
glucopyranoside (OG) ou 2% N-lauroyl-sarcosine (NLS) pendant 16 heures a 4°C (Lagree
et al., 1998a). Une centrifugation a 100000g pendant 30 minutes a 4°C permet de séparer

le matériel non solubilisé des protéines solubilisées.

V.B.2.c Séparation des protéines solubilisées sur gradient de

saccharose

Les gradients continus de saccharose (2% a 20%) sont réalisés avec les tampons (20
mM Tris pH 7,4, 1 mM DTT) contenant le détergent (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2%
OG ou 2% NLS) et le saccharose (2% ou 20%) a l'aide d'une pompe péristaltique (Lagree
et al., 1998a). 100 pl de protéines membranaires solubilisées sont déposés sur le haut du
gradient et le tout est mis a centrifuger pendant 16 heures a 5°C a 100000g. Un mélange de
20 pg de B-amylase (8,9 S), 20 pug de sérum albumine bovine (4,3 S) et 20 pg de
cytochrome ¢ (1,8 S) est utilisé comme marqueur de coefficients de sédimentation. 20

fractions de 250 pul sont collectées a partir du fond du tube.

V.B.2.d Analyse des fractions par immunoblot

10 ul de chaque fraction sont analysés par immunoblot. La révélation est réalisée soit
avec le sérum total dilué 1000 fois dirigé contre I'AQP1 humaine compléte, soit le sérum
total dilué 500 fois dirigé contre le peptide C-terminal de I'AQP3 de rat. 10 ul des fractions

obtenues avec le mélange de marqueurs de sédimentation sont déposeés sur gel SDS-PAGE

V.B.2. Mesure des coefficients de sédimentation
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en vue de déterminer leur position dans le gradient pour tracer la courbe d'étalonnage

(réalisée pour chaque détergent).

V.B.3. Déglycosylation des protéines

10 pg de protéines membranaires sont traités avec une solution composée de 0,5%
SDS, 1,3% NP40, 100 mM pB-mercaptoethanol, 10 mM phénantroline et 1 U de N-
glycosidase F (Boehringer) durant 16 heures a 37°C. Dans les experiences témoins,
I'enzyme est remplacée par I'eau. Un immunoblot est ensuite réalisé sur ces protéines avec
le sérum total anti AQP3 dilué 500 fois.

V.B.4. Microscopie électronique sur cryofractures de membranes

d'ovocytes

V.B.4.a Préparation des répliques

Les ovocytes injectés avec 50 nl d'eau, ou 50 nl d'/ARNc d'AQP1 ou d’AQP3 (200
ng/ul) sont fixés a la glutaraldéhyde 2% contenue dans du Barth pendant 30 minutes a
18°C. lls sont ensuite lavés dans le Barth. Les ovocytes sont coupés en deux et la substance
vitelline est éliminée a l'aide d'une aiguille. Les membranes sont imprégnées avec une
solution de Barth contenant 30% de glycérol pendant une heure a température ambiante
puis congelées dans l'azote liquide. Les échantillons congelés sont fracturés dans un
appareil Balzers 300 sous un vide de 10° Torr & -150°C. Les surfaces fracturées sont
recouvertes d'une couche de platine a 45° puis ombragées de carbone a 90°. Les répliques
sont nettoyées a I'eau de javel puis rincées a I'eau distillée. Elles sont observées sous un
microscope éelectronique Philips EM 400 a 80 kV.
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V.B.4.b Calcul de la densité de particules

Des séries d'images de fractures ont été agrandies d'un facteur 46000 dans le but de
visualiser le nombre de particules intramembranaires sur la face P comme décrit par
Zampighi et al. (Zampighi et al., 1995). Une moyenne de la densité de particules a éte
calculée sur trois ovocytes a partir desquels plusieurs photos ont été réalisées dans
différentes régions de la membrane.

V.B.4.c Calcul du diametre des particules

Quelques photos ont été amplifiées d'un facteur plus important, 800000 environ, pour
estimer la taille des particules. Les résultats seront présentés sous forme d'un graphe
montrant la taille des particules observées en fonction de leur fréquence. Les ovocytes
injectés a l'eau contiennent les particules endogénes, alors que les ovocytes exprimant
AQP1 et AQP3 contiennent des particules endogénes mais aussi les particules exogénes
qui sont attribuées a AQP1 et AQP3.

V.B.4. Microscopie électronique sur cryofractures de membranes d'ovocytes
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V.C. RESULTATS

V.C.1. Expression d'AQP3 dans la levure

V.C.1.a Détection de I'expression d'AQP3 dans la levure

La figure ci-dessous montre le résultat de I'immunoblot effectué avec I'anticorps anti-
AQP3 sur les protéines membranaires totales de levure. L'anticorps anti-AQP3 reconnait
bien une bande a environ 24 kDa dans les levures ayant poussé dans un milieu qui permet
I'expression d'AQP3 (milieu avec glucose pour les levures transformées avec le vecteur
constitutif pYX222/AQP3 et milieu avec galactose pour les levures transformées avec le
vecteur inductible par le galactose pYX223/AQP3. Par contre, aucun signal n'est observé
dans les levures transformées avec le vecteur inductible par le galactose qui ont poussé sur
glucose, confirmant la spécifité de I'anticorps pour AQP3. On note une absence de

glycosylation d'AQP3 dans ces membranes de levure.

Figure V.2: Détection d’AQP3 dans les levures

1 2 3 \Da
— 90 Les levures transformées avec le vecteur pYX222-AQP3
— 670 (promoteur constitutif) cultivées en milieu contenant du
h — 430 glucose (1) ou les levures transformées avec le vecteur
pYX223-AQP3 (promoteur inductible par le galactose)
— 300 cultivées en milieu glucose (2) ou galactose (3) sont révélées
- - avec l'anticorps anti-AQP3 purifié.
- 211
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V.C.1.b Cinétique de transport de glyceérol

Afin de vérifier si 'AQP3 exprimée dans les levures est bien fonctionnelle, nous
avons mesuré I'entrée de **C-glycérol 1 mM en fonction du temps des levures transformées

ou non avec les différentes constructions.

Figure V.3: Entrée de 14C-glycérol 1mM dans les levures en fonction du temps

6.E-08
—— PYX222
—Jl— PYX222/AQP3
o 4E08 |
5 —— FPS1:
3 —5— FPSL:PYX222
% —8— FPS1:PYX222/AQP3
@
(8]
>
S 2.E-08
©
IS
e
0.E+00

0 40 80 120

temps (minutes)

A linstant t=0, le **C-glycérol (1 mM) est ajouté aux levures & 2.10® levures/ml. 500 pl (108 levures) sont

prélevés a différents temps, déposes sur un filtre et rincés.

Pour cette concentration de glycérol choisie (1 mM), aucune différence significative
de la vitesse d'entrée de glycérol n'est observée entre les levures exprimant AQP3
(pYX222/AQP3) et les levures témoins (pYX222). Afin de savoir si la méthode utilisée
pour mesurer le transport de glycérol est efficace et si la transport de glycérol a travers
AQP3 n'est pas masqué par le facilitateur endogéne de glycérol de la levure, Fpsl,

I'expérience a été effectuée sur des levures dont le géne Fpsl a été disrupté (fpsl::).

V.C.1. Expression d'AQP3 dans la levure
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Les résultats montrent d'une part que l'absence de Fpsl dans les levures ralentit le
transport de glycérol montrant la validité de I'expérience, et d'autre part, que la présence
d'’AQP3 dans ces mémes levures n‘augmente pas la perméabilité au glycérol.

Le canal AQP3 possede peut-étre une faible affinité pour le glycérol, nous avons
donc réalisé la méme expérience avec 100 mM de *C-glycérol (figure ci-dessous).

Figure V.4: Entrée de 14C-glycérol 100 mM dans les levures en fonction du temps.
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A l'instant t=0, le glycérol (100 mM) marqué au **C est ajouté aux levures a 2.10 levures/ml. 500 pl, soit 10

levures, sont prélevés a différents temps, déposés sur un filtre Whatman GFA et rincées.

Les résultats montrés dans la figure V.4 indiquent que méme en augmentant la
concentration de glycérol, on ne peut visualiser la fonction de facilitateur de glycérol a
travers AQP3, que ce soit dans la levure sauvage, ou dans la levure dont le géne Fpsl a été
disrupté.
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Ces resultats pourraient s'expliquer de plusieurs maniéres:

1) la proteine n'est tout simplement pas présente a la membrane plasmique de
la levure, ce qui pourrait expliquer qu'elle ne soit pas glycosylée si elle est sous une
forme non mature,

2) elle est bien adressée a la membrane plasmique mais elle n'est pas
fonctionnelle:

a) parce qu'elle n'est pas exprimée en suffisament grande quantité mais

I'immunotransfert montre que sa quantité n'est pas négligeable,

b) parce qu'elle n'est pas glycosylée, mais la glycosylation n'est pas
nécessaire a la fonction d'AQP1 et d'AQP2,
c) parce gu'elle a une structure modifiée.

Pour ma part, je pencherai plutét pour la premiére hypothése, AQP3 est présente
dans les membranes des compartiments internes. Le moyen d'y répondre serait d'effectuer
des marquages en immunocytochimie ou bien de séparer les membranes des différents
compartiments intracellulaires par gradients de saccharose et d'analyser la présence

d'’AQP3 dans les différentes fractions par immunotransfert.

V.C.2. Déglycosylation d'AQP3 exprimée dans les différentes

membranes

Le profil d'AQP3 observé aprés immunotransfert est différent de celui observe pour
AQP1 dans le globule rouge. Alors qu’AQP1 est sous une forme monomérique non
glycosylée et une forme monomérique glycosylée, AQP3 est présente sous forme de trois
bandes, dont la plus basse n'est pas toujours visible, surtout dans le globule rouge. Afin de
savoir si les bandes de hauts poids moléculaires pouvaient étre des formes glycosylées, une

experience de deglycosylation a la PGNase F a été réalisée.

V.C.2. Déglycosylation d'AQP3 exprimée dans les différentes membranes
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Figure V.5: Déglycosylation d'AQP3 exprimée dans différentes membranes
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Les protéines des différentes membranes ont été déglycosylées avec la PNGase F. Dans les contrbles
négatifs, I'enzyme a été remplacée par de I'eau. 10 pg de protéines membranaires sont traités avec 0,5% SDS,
1,3% NP40, 100 mM B-ME, 10 mM phénantroline et 1 unité PNGase-F (remplacée par de I'eau dans les

témoins).

Le profil d'/AQP3 dans les membranes témoins présente un profil identique a celui
déja connu pour ces membranes, c'est a dire trois bandes (deux dans les érythrocytes) dont
deux majoritaires de haut poids moléculaire (fléches bleues). Par contre, les membranes de
levure exprimant AQP3 ont un profil différent de celui observé plus haut. Ici, des bandes
supplémentaires plus hautes sont visibles et pourraient plutdét correspondre a des
formations d'oligomeres plutét qu'a une forme glycosylée puisqu'aucune forme glycosylée
n'était observable sur l'immunotransfert précédent et que les membranes utilisées
proviennent de la méme préparation membranaire de levure.

L'action de la PNGase F modifie le profil d’AQP3 provenant de membranes
d'érythrocytes, d'ovocytes ou de médullaire externe de rein de rat mais ne modifie pas celui
d'’AQP3 exprimé dans la levure. Ceci démontre I'absence de glycosylation d'AQP3 dans la
levure et indique que les formes hautes sont bien ddes a la présence d'oligomeres qui ce
sont sans doute formés par des phénomeénes d'agrégation. Dans les autres membranes, on
voit trés nettement I'apparition d'une bande intense correspondant & un monomere et d'une
bande qui correspondrait a un dimere (fléches rouges). Nous noterons que ce dimeére est
résistant au SDS (1,3% pendant la déglycosylation et environ 2,5% final avant dépdt) mais
aussi au -ME a 100 mM.
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V.C.3. Détermination des coefficients de sédimentation

V.C.3.a Courbe d'etalonnage

Les courbes ci-dessous ont été obtenues avec le mélange de protéines de coefficients
de sédimentation connus qui a été soumis a une centrifugation sur gradient de saccharose
dans les mémes conditions que les protéines membranaires de différentes membranes.

Elles ont été réalisées deux ou trois fois pour un méme détergent.

Figure V.6: Courbe d'étalonnage des coefficients de sédimentation
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La courbe d'étalonnage a été obtenue par sédimentation sur gradient de saccharose d'un mélange de protéines
(20 pg de chaque) dont les coefficients de sédimentation sont connus: B-amylase (8,9 S), BSA (4,3 S) et
cytochrome ¢ (1,8 S). Le mélange a subi I'étape de solubilisation avec les détergents, avant le dépot sur

gradient.

V.C.3. Détermination des coefficients de sédimentation
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Les résultats montrent que les protéines solubilisées dans I'OG et le Triton X-100
sédimentent approximativement dans les mémes fractions. En revanche, les protéines
solubilisées en NLS montrent un déplacement vers les fractions Iégeres par rapport aux
positions obtenues avec les deux autres détergents.

On observe également une plus grande variation de position pour les protéines a haut
coefficient de sédimentation solubilisées par le méme détergent d'une expérience a l'autre.

Les équations moyennes des droites représentées ont éte calculées:

Soc =-0,6524 x (n° fraction) + 11,944

Striton = -0,627 x (n° fraction) + 11,707

Snis =-0,707 x (n° fraction) + 13,627

Ces équations permettront un calcul approximatif du coefficient de sédimentation

basé sur la position de la protéine dans le gradient de saccharose (n° de fraction).

V.C.3.b Solubilisation des membranes en SDS

Le SDS est un détergent dénaturant connu pour séparer les sous-unités entre elles.
AQP1 est tétramérique dans les membranes, et la valeur de son coefficient de
sédimentation est d'environ 5,7 S apres solubilisation des membranes d'érythrocytes dans
le Triton X-100, et de 2 S aprés solubilisation dans le SDS (Smith et Agre, 1991). Nous
avons tout d'abord solubilisé les membranes de tissus exprimant AQP1 et/ou AQP3 dans le
SDS afin de connaitre les positions de ces protéines dans le gradient a I'état monomeérique.
Les membranes de globules rouges ont I'avantage de posséder AQP1, dont le coefficient de
sédimentation est connu (2 S), et AQP3. Ces deux protéines extraites des mémes globules
rouges seront donc déposées sur un méme gradient de saccharose et seront soumises a la
méme centrifugation, limitant ainsi les variations qui seraient dles a un dépdt des
membranes solubilisées sur un gradient différent. La glycosylation importante d'AQP3
dans les membranes natives et dans les ovocytes exprimant AQP3 peut modifier la valeur

du coefficient de sédimentation. L'AQP3 exprimée dans les levures n'est pas glycosylée et
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la comparaison des valeurs de coefficients de sédimentation obtenus avec ces membranes
de levure et les autres membranes nous indiquera si cette glycosylation peut faire varier la

valeur de ce coefficient.

Membranes de globules rouges humains

La figure suivante montre le résultat des immunoblots obtenu sur les fractions de
membranes de globules rouges solubilisées en SDS. Les mémes fractions ont été réveélées

avec l'anticorps anti-AQP1 ou avec l'anticorps anti-AQP3.

Figure V.7: Membranes de globules rouges solubilisées dans 1% SDS
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Les protéines membranaires d'érythrocytes solubilisées dans 1% de SDS ont été déposées sur un gradient de
saccharose (2 a 20%). Aprés 16 heures de centrifugation a 100000g, des fractions de 250 pl (1 a 20) sont

collectées. La présence d'’AQP1 ou d'AQP3 est révélée par immunotransfert sur 10 pl de ces fractions.

AQP1 solubilisée dans le SDS est effectivement retrouvée dans une fraction légere
(16) qui correspond & la position d'un monomeére. AQP3 est retrouvée dans deux fractions
distinctes: dans la fraction 15 et dans des fractions plus lourdes (12-13). Dans la fraction

15, aprés migration sur le gel, on visualise un monomeére glycosylé et dans les fractions 12-

V.C.3. Détermination des coefficients de sédimentation

163



13, on observe une bande de la taille d'un dimére. Ce dimere semble toujours résistant a la
solubilisation en SDS. Ce dimére ne peut correspondre a une agrégation a une étape
ultérieure au gradient de sédimentation puisque la fraction est différente de celle ou le
monomere est observé. On peut vraisemblablement imaginer que les formes observées sur
le gel sont bien celles qui ont été séparées pendant la centrifugation, et que la solubilisation
avec 1% de SDS a donc donné une forme monomérique pour AQP1 (déja décrite dans la
littérature), avec la forme glycosylée un peu plus lourde, et deux formes pour AQP3, une

forme monomérique et une forme dimérique, glycosylées.

Membranes d'ovocytes exprimant AQP3

Les formes obtenues aprés solubilisation en SDS des membranes d'ovocytes de
xénope exprimant AQP3 sédimentent dans des fractions légerement décalées par rapport a
celles obtenues avec les membranes de globules rouges. L'immunoblot ci-dessous montre
une forme monomérique dont le pic est situé dans la fraction 13 et une forme dimérique

dont le pic est présent dans la fraction 12.

Figure V.8: Membranes d'ovocytes AQP3 solubilisées dans 1% SDS
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Le puits de gauche représente une fraction des membranes totales d'ovocytes exprimant AQP3 avant dépdt

sur gradient de saccharose.
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Membrane de levure exprimant AQP3

On observe sur I'immunoblot ci-dessous une forme monomérique d'’AQP3 migrant
dans les fractions 13-14-15 (pic trés large) et une forme dimérique, non dénaturée par le

SDS, qui sédimente dans les fractions 11-12.

Figure V.9: Membranes de levures solubilisées dans 1% SDS
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Le premier puits a gauche correspond a une fraction des membranes totales solubilisées dans le SDS avant

dep6t sur gradient.

Conclusion:

Aprés solubilisation des membranes de globules rouges par le SDS, nous avons
observé qu'AQP1 sédimentait dans une fraction Iégere (16) dans le gradient de saccharose,
cette fraction contient les protéines ayant une valeur de coefficient de sédimentation
d'environ 2 S qui correspond a un monomeére. AQP3 solubilisée a partir de ces mémes
membranes est retrouvée dans une fraction équivalente (15) sous forme de monomere. Ces
résultats montrent que ces deux canaux hydriques dans les membranes de globules rouges,
une fois solubilisés par le SDS, apparaissent sous une forme monomérique. Cependant, on
trouve également une forme dimérique d’AQP3 sur ce méme immunoblot qui sédimente
dans une fraction plus lourde (12-13), cette forme dimérique était déja présente avant la
séparation des protéines sur gradient de saccharose. Cette forme dimérique est résistante a

la solubilisation par le SDS (1% avant dépbt sur gradient de saccharose et 2,5% avant
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dépdt sur gel SDS), mais aussi a la dénaturation par I'agent réducteur DTT (agissant au
niveau des cystéines), 8,5 mM, utilisé pour dénaturer la protéine avant dépét sur gel SDS-
PAGE.

Nous avons ensuite utilisé des détergents considérés comme étant non dénaturants
afin de visualiser la position d'AQP1 et d'AQP3 dans le gradient de saccharose aprés
séparation par centrifugation et d'en déduire l'organisation membranaire de ces canaux
hydriques puisque cette méthode a permis de confirmer la structure tétramérique de
certaines aquaporines. Elle a aussi été utilisée pour montrer que GlpF se trouvait dans des
fractions légéres qui correspondent au coefficient de sédimentation d'un monomere.
Cependant, elle n'a pour l'instant jamais été effectuée sur les aquaglycéroporines et nous

I'avons donc testée sur AQPS3.

V.C.3.c Solubilisation des membranes en Triton X-100

Nous avons commencé par les détergents non dénaturants les plus utilisés dans ce
genre d'expeériences, c'est a dire I'OG et le Triton X-100 a des concentrations décrites dans
la littérature, 1% pour le Triton X-100 et 2% pour I'OG.

Membranes de globules rouges humains

Seul I'immunoblot revélé avec l'anticorps anti-AQP1 est montré car I'immunoblot
révélé avec l'anticorps anti-AQP3 montre que des aggrégats ont été formés lors de la
solubilisation avec le Triton X-100.
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Figure V.10: Membranes de globules rouges solubilisées dans 1% Triton X-100
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Les membranes de globules rouges ont été solubilisées dans 1% de Triton X-100 avant dépdt sur gradient de
saccharose et centrifugation a 1000009 toute une nuit a 5°C. Seules les fractions 6 a 18 ont été déposées sur

gel et révélées par immunoblot a l'aide de I'anticorps anti-AQP1.

Le résultat ci-dessus montre une sédimentation de I'AQP1 dans la fraction 10.
D'apres I'équation de la droite d'étalonnage obtenue avec les marqueurs de coefficient de
sédimentation connus (voir matériel et méthodes), on obtient un coefficient de
sédimentation d'environ 5,4 S. Sachant que le numéro de la fraction n'est qu'estimée et que
la droite d'étalonnage possede des barres d'erreur, cette valeur n'est qu'approximative. Elle
est cependant en accord avec la valeur de 5,7 S obtenue par d'autres auteurs dans le méme
détergent non dénaturant (Smith et Agre, 1991) qui correspondrait a une forme
tétramérique.

La solubilisation des membranes de globules rouges n'ayant pas donné de résultats
satisfaisant pour AQP3, les expériences ont été réalisées sur les membranes de systemes

hétérologues exprimant AQP3: I'ovocyte de xénope et la levure.

Membranes d'ovocytes exprimant AQP3

Les résultats représentés sur la figure V.11 montrent un pic dans la fraction 14 dans
lequel est observé une forme monomérique majoritairement glycosylée et un autre pic dans
la fraction 12 qui correspond a la forme dimérique d'AQP3. La fraction 14 correspond a un
coefficient de sédimentation calculé de 2,9 S et la fraction 12 correspond a un coefficient

de sédimentation de 4,2 S environ.
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Figure V.11: Membranes d'ovocytes exprimant AQP3 solubilisées dans 1% Triton X-100
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Les fractions 7 a 19 ont été déposées. Le premier puits a gauche contient un échantillon des membranes

totales d'ovocytes totales n'ayant pas subi de centrifugation sur gradient de saccharose.

Membranes de levures exprimant AQP3

Nous n'avons pas obtenu de résultats avec les membranes de levures exprimant
AQP3 solubilisées avec le Triton X-100. En effet, il s'est formé des aggrégats protéiques,

qui pourraient provenir du rapport protéine/détergent trop élevé.

V.C.3.d Solubilisation des membranes en OG

Membranes de globules rouges humains

Les immunoblots ci-dessous montrent les positions d'’AQP1 et d'AQP3 apres

solubilisation dans 2% d'OG et centrifugation sur gradient de saccharose.
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Figure V.12: Membranes de globules rouges solubilisées dans 2% d'OG
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Les fractions provenant du méme gradient (fractions 6 a 19) ont été déposées sur les deux gels dont les
immunoblots sont représentés ci-dessus. L'immunoblot du haut a été révélé avec l'anticorps anti-AQP1 et

celui du bas avec l'anticorps anti-AQP3.

Ce sont les mémes fractions qui proviennent du méme gradient qui ont été déposées
sur les gels (6 a19). On observe clairement une différence dans la sédimentation de ces
deux protéines. AQP1 n'a pas été dénaturée par I'OG et sédimente dans la fraction 10. On
obtient un coefficient de sedimentation pour AQP1 provenant de membranes de globules
rouges solubilisées dans I'OG équivalent a 5,4 S. En ce qui concerne AQP3, sur plusieurs
immunoblots effectués a partir d'au moins deux gradients, il nous a été difficile d'obtenir
des résultats comme celui présenté ci-dessus car la plupart du temps, AQP3 s'agrégait,
comme avec le triton, sur les membranes de globules rouges ou de levures. L'immunoblot
montre effectivement que le profil obtenu n'est pas habituel et la forme monomerique

glycosylée est confondue avec la bande dimérique. On peut cependant noter la position de
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cette bande étalée dans la fraction 16, qui donne un coefficient de sedimentation d'environ
158S.

Concernant les solubilisations des membranes de levure solubilisées en OG, on note
toujours la formation d'aggrégats et la solubilisation des membranes d'ovocytes par I'0G
n'a été effectuée qu'une seule fois et aucune indication concluante n'a pu étre tirée de

I'observation de cet immunoblot.

V.C.3.e Solubilisation des membranes en NLS

Les détergents non-dénaturants précédemment utilisés ne nous ayant pas donné de
résultats concluants avec AQP3, nous avons solubilisé les membranes avec le NLS a 2%,
qui est un detergent anionique. Nous savons que ce détergent solubilise difficilement
AQP1 dans les membranes de globules rouges puisqu'il est utilisé pour séparer AQP1 par
traitement différentiel avec des détergents. Nous avons pensé qu'AQP3 pouvait étre
également difficilement solubilisable par ce détergent et pourrait empécher la formation

d'aggrégats.

Membranes de globules rouges

Les membranes de globules rouges ont été solubilisées dans le détergent NLS qui est

consideré comme un détergent non dénaturant.



CHAPITRE V. DETERMINATION DE L'OLIGOMERISATION D'AQP3 EXPRIMEE DANS DIFFERENTS SYSTEMES
V.C. RESULTATS

Figure V.13: Membranes de globules rouges solubilisées dans 2% NLS
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Les membranes de globules rouges ont été solubilisées dans 2% de NLS et les mémes fractions ont été
déposées sur deux gels différents. Un immunoblot de chacun d'eux a été réalisé, l'un a été révélé par

I'anticorps anti-AQP1 (droite), et l'autre avec I'anticorps anti-AQP3 (gauche).

AQP1 est observé majoritairement dans une fraction lourde dont le coefficient de
sédimentation correspond a 8,7 S. On devine également la présence d'AQP1 dans la
fraction n°14 dont le coefficient de sédimentation est de 3,7 S. Quant a AQP3, un
monomeére est visible dans les fractions 12 a 14 (pic a 13 de coefficient 4,4 S) et un dimeére
est visible dans les fractions 8 a 12 (pic 10 de coefficient de sédimentation 6,5 S).

Ces résultats montrent des valeurs de coefficient de sédimentation trés hétérogénes
qui sont différents de ceux obtenus avec I'OG et le Triton. On observe aussi un
déplacement des coefficients de seédimentation vers les fractions lourdes alors que les

marqueurs de coefficient de sédimentation sont déplacés vers les fractions légeres.

Les travaux de Zeuthen et al. ont montré un effet du pH sur les perméabilités a I'eau
et au glycérol d'’AQP3 exprimée dans les ovocytes de xénope, mais aucun effet n'a été
observé sur la perméabilité hydrique d'AQP1. En particulier, a pH 6,2, le transport de
glycérol est a son maximum, alors que le transport d'eau est quasiment inexistant (Zeuthen
et Klaerke, 1999).
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La solubilisation a donc éte effectuée a pH 6,2 afin d'observer un éventuel effet du
pH sur les interactions entre sous-unités. Les résultats sont représentés sur I'immunoblot ci-

dessous.

Figure V.14: Membranes de globules rouges solubilisées dans 2% NLS a pH 6,2

AQP3 AQP1

13 15 10 15-16
".ee- "= yy
L
R
[

Les membranes de globules rouges ont été solubilisées dans 2% de NLS a pH 6,2. Le gradient de saccharose

a aussi été amené a pH 6,2. Les mémes fractions ont été déposées sur deux gels différents. Un immunoblot
de chacun d'eux a été réalisé, lI'un a été révélé par l'anticorps anti-AQP1 (droite), et l'autre avec I'anticorps
anti-AQP3 (gauche).

Le monomére d'AQP3 est observé dans la fraction 15 a pH 6,2 alors qu'il était
présent dans la fraction 13 a pH 7,4. Le dimere est observé dans la fraction 13 a pH 6,2 au
lieu de 10 a pH 7,4. Nous n'avons pas déposé les marqueurs de cofficient de sédimentation
pour le NLS a pH 6,2, mais nous ne pouvons imaginer qu'un tel déplacement dans les
fractions soit d0 a un changement du nombre de sous-unités, il peut par contre étre di a
une fixation moins importante de détergents a cause d'un changement de conformation de
la protéine comportant des résidus protonés. En revanche, un déplacement tres net d'AQP1
est observé. En effet, AQP1 est présent majoritairement dans des fractions légeres (15-16),
indiquant une dissociation des sous-unités par la solubilisation a pH 6,2 dans 2% de NLS.

On note une proportion minime d'’AQP1 dans les fractions 9 a 10. A pH 7,4, la fraction




CHAPITRE V. DETERMINATION DE L'OLIGOMERISATION D'AQP3 EXPRIMEE DANS DIFFERENTS SYSTEMES
V.C. RESULTATS

majoritaire était la fraction 7 et la fraction minoritaire était la fraction 14, indiquant le

méme décalage observé sur AQP3 entre pH 7,4 et pH 6,2.

Membranes de levure et d'ovocytes exprimant AQP3 et membranes de médullaire

externe de rein de rat.

Contrairement aux autres détergents, le NLS solubilise correctement AQP3 sans

induire la formation d'aggrégats (figure V.15).

Figure V.15: Autres membranes solubilisées dans 2% NLS
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Les protéines membranaires de levures ou d'ovocytes exprimant AQP3, ou de médullaire externe de rein de
rats solubilisées dans 2% de NLS ont été déposées sur un gradient de saccharose (2 a 20%). Aprés 16 heures
de centrifugation a 100000g, des fractions de 250 pl (1 a 20) sont collectées. La présence d'AQP3 est révélée

par immunotransfert sur 10 pl de ces fractions.

Nous observons une sédimentation d'’AQP3 dans des fractions différentes suivant les
membranes a partir desquelles elle a été solubilisée. Les monomeres sont visualisés dans
les fractions 17 (membranes de médullaire externe) et 14 (membranes d'ovocytes ou de
levures) et les diméres sont dans les fractions 15 (médullaire externe), 12 (ovocytes) et 14

(levures). Le dimére observé dans la fraction 14 d'AQP3 solubilisée a partir des
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membranes de levure résulte sans doute d'une agrégation formée apres la centrifugation sur
gradient de saccharose puisqu' il n'est pas toujours visible sur les immunoblots effectués a

partir de la méme préparation membranaire.

Membranes d'ovocytes exprimant la chimere AQP3-AQP2 Cter

Nous avons vu que la chimere AQP3-AQP2 Cter rendait les membranes des
ovocytes dans lesquelles elle était exprimée perméables au glycérol mais non perméables a
I'eau, tel un facilitateur de glycérol. Nous voulions savoir si son état d'oligomérisation était
modifie. La figure ci-dessous montre le résultat obtenu apres solubilisation dans 2% de

NLS et centrifugation sur gradient de saccharose.

Figure V.16: Membranes d'ovocytes exprimant AQP3-AQP2 Cter solubilisées dans 2% NLS

13-14-15-16

;"lp
alr

Les protéines membranaires d'ovocytes exprimant la chimere AQP3-AQP2 Cter solubilisées dans 2% de
NLS ont été déposées sur un gradient de saccharose (2 a 20%). Apres 16 heures de centrifugation a 100000g,
des fractions de 250 ul (1 & 20) sont collectées. La présence de la chimere dans les différentes fractions est

révélée avec un anticorps anti-AQP2 dirigé contre I'extrémité C-terminale d'’AQP2.

Cette chimére se comporte de la méme facon que I'AQP3 sauvage exprimée dans
I'ovocyte de xénope, avec la présence de monomeéres dans les fractions 15-16 et de diméres
dans les fractions 13 a 15. La séquence C-terminale d'AQP2 insérée a la place de celle

d'AQP3 ne modifie pas considérablement le coefficient de sédimentation d'’AQP3.
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RECAPITULATIF DU CALCUL DES COEFFICIENTS DE SEDIMENTATION:

Triton X-100 1% 0G 2% NLS 2%

GR AQP1 F10-11=4,8-54S F10=54S F7=87S

GR AQP3 , _ Mono F13-14= 3,7-4,4 S
Agrégats (F16=15S) Di F10=6,5 S

Ovocyte Mono F14= 2.9 S Adréoats Mono F14-15=4,4-3,0 S

AQP3 DiF12=4,25 greg DiF12=51S

Levure AQP3 Agrégats Agrégats Mono F14=4,4 S

Med. Ext. b \D Mono F17=1,6 S

AQP3 DiF15=3,0 S

GR: globules rouges, F: numéros des fractions, Mono: position des monomeres dans les fractions, Di: position
des dimeres dans les fractions.

Les valeurs trouvées sont tres hétérogenes et montrent que I'on ne peut en aucun cas
relier la valeur des coefficients de sédimentation trouvees avec I'état d'oligomérisation de
la protéine. On s'apercoit que ce coefficient varie en fonction de divers paramétres qui sont
souvent trop nombreux dans nos expériences, ce sont le détergent (qui peut faire varier la
quantité de détergent liée), les membranes utilisées, le rapport protéines/lipides, la
glycosylation (qui n'est pas forcément la méme dans les membranes des systemes utilisés
et qui est absente dans la levure), et I'éventuelle variation de composition d'un gradient a
l'autre. De plus, la procédure de calibration de tailles a été faite avec des protéines
solubles, et les protéines membranaires solubilisées se comportent différemment, leur
rayon de Stokes est souvent surestimé lorsque la calibration a lieu avec des protéines
globulaires solubles (Le Maire et al., 1986).

_ Mx(1-0-p)

Rappel: S =
PP 6-7-a-n,-N

avec S: coefficient de sédimentation, M: Poids moléculaire, v: volume spécifique
partiel de la particule, p:densité du solvent, a: rayon de Stokes, no: viscosité du solvent et

N: nombre d'Avogadro.

V.C.3. Détermination des coefficients de sédimentation
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Nous avons donc entrepris la comparaison des particules intramembraires sur
cryofracture de membranes d'ovocytes exprimant AQP1 et AQP3 grace a la microscopie

électronique.

V.C.4. Observation des particules intramembranaires des membranes

d'ovocytes de xénope exprimant AQP3

V.C.4.a Calcul de la densité de particules

La figure ci-dessous montre la face P des cryofractures de membranes d'ovocytes

injectés a I'eau, avec AQP1 ou avec AQP3.

Figure V.17: Photos de cryofractures de membranes d'ovocytes

AQP1

Les membranes d'ovocytes congelées ont été fracturées et recouvertes d'une couche de platine, puis d'une
couche de carbone. Aprés nettoyage et ringage, elles sont observées sous un microscope électronique. Les

photos sont prises sous un grossissement de 60000 fois. Les barres représentent 50 nm.

Le calcul de la perméabilité unitaire d'un canal hydrique exprimé dans un systéme
peut se calculer a partir de la valeur de la perméabilité hydriqgue membranaire globale du

systeme et de la densité de ces canaux présents sur la surface membranaire.
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Nous avons mesurer la densité des particules exprimées sur la surface d'ovocytes
témoins, injectés a I'eau, et sur la surface d'ovocytes exprimant AQP1 et AQP3, 72 heures

apres l'injection de 10 ng d'’ARNCc. Les résultats sont représentés dans le tableau suivant:

Tableau V.1: Densités des particules observées sur la surface des ovocytes

Densité des particules

(nombre/um?)
Ovocytes H,O 181 +£40
Ovocytes AQP1 723 £ 165
Ovocytes AQP3 406 + 76

Le nombre de particules (entre 8000 et 10000) a été compté sur plusieurs photos sur une surface de valeur
connue (um?). Une moyenne de la densité des particules (nombre de particules/um?) a été calculée ainsi que

I'écart-type.

Les valeurs obtenues montrent que la densité de particules endogénes de I'ovocyte de
xénope est d'environ 181 particules par pm?, elle est en accord avec les résultats obtenus
dans la littérature. Nous en déduisons que la densité de particules AQP1 est de 542/um? et
celle d'AQP3 est de 225/um?, & condition que I'expression des canaux hydriques exogénes

n'induise pas I'expression de protéines membranaires endogenes.

V.C.4.b Calcul du diamétre des particules

Nous avons mesuré la taille des particules observées a la surface des ovocytes
injectés a l'eau (particules endogenes) et injectés avec AQP1 et AQP3 (particules
endogenes + AQP1 (ou AQP3)). Le graphe ci-dessous représente la taille des particules
mesurée en relation avec la fréquence rencontrée ramenée a 1 pour la fréquence la plus

élevée (observée pour les ovocytes AQP1 montrant des particules d'environ 8 nm).

V.C.4. Observation des particules intramembranaires des membranes d'ovocytes de xénope
exprimant AQP3
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Figure V.18: Mesure des tailles des particules en relation avec leur fréquence
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Pour le calcul des tailles des particules ont été mesurées, 597, 786 et 752 particules sur des ovocytes injectés
respectivement avec H,O, AQP1 et AQP3.

Les résultats montrent que la taille majoritaire des particules observées sur des
ovocytes témoins injectés a I'eau est d'environ 8 nm et sont en accord avec ceux de la
littérature (Eskandari et al., 1998; Zampighi et al., 1995). Les ovocytes exprimant AQP1
présentent deux tailles majoritaires de particules intramembranaires, des particules de taille
8 nm qui pourraient correspondre aux particules endogénes (dont la quantité est plus
importante que sur la surface des ovocytes témoins injectés a l'eau), et des particules de
taille 6,5 & 7 nm, qui pourraient correspondre a AQP1. Les ovocytes exprimant AQP3
montrent des particules d'une taille de 7 nm environ. Ces résultats montrent qu'il n'y aurait
pas de différence significative de taille entre AQP1 et AQP3, suggerant qu'AQP3 aurait la

méme organisation membranaire.
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V.D. DISCUSSION-CONCLUSION

Nous avons cherché a determiner I'état d'oligomerisation d’AQP3 dans différentes
membranes. Les membranes d'ovocytes de xénope expriment une AQP3 fonctionnelle et
glycosylée, bien adressée a la membrane plasmique de I'ovocyte. En revanche, la levure
exprime une AQP3 non glycosylée, dont nous n‘avons pas pu mettre en évidence la
fonction, sans doute parce qu'elle n'est pas adressée a la membrane plasmique de la levure.

Le profil d'AQP3 isolée des membranes (excepté des membranes de levure) se
présente sous une forme monomeérique et dimérique glycosylées (voir l'expérience de
déglycosylation). La forme dimérique est difficilement dissociable par le SDS (2,5%), par
le DTT (8,5 mM), ou par 100 mM de B-ME contenus dans le tampon de charge ou dans le
tampon de déglycosylation. Ce dimeére est encore visible aprés déglycosylation, suggérant
que la glycosylation n'est pas impliquée dans la stabilité du dimere, comme l'avait suggéré
certains auteurs pour AQP1 (Schulte et van Hoek, 1997; van Hoek et al., 1995). Le SDS,
détergent anionique, doit avoir difficilement accés aux résidus basiques probablement
enfouis et les agents réducteurs hydrophiles (DTT et B-ME) n'ont sans doute pas acces aux
cystéines (peut-étre situées dans des régions hydrophobes) qui pourraient étre impliquées
dans la formation de ponts disulfures entre deux monomeres. La résistance au SDS a déja
été montré pour les tétrameres d'AQP1 (Denker et al., 1988) et d'AQPZ (Borgnia et al.,
1999).

D'autres protéines membranaires autres que les protéines MIPs sont tres stables dans
le SDS. Par exemple, le canal potassique SKC1 de Streptomyces lividans, composé de
quatre sous-unités identiques, migre sous des formes monomériques et tétramériques en
présence de SDS (Cortes et Perozo, 1997; Heginbotham et al., 1997). Une transition
oligomére-monomeére se produit a une température de chauffage supérieure a 70°C. Une
stabilité de I'oligomérisation a aussi été observée pour la glycophorine A, présente dans les
membranes d'érythrocytes: les formes dimériques sont stables en SDS, du fait d'un contact

étroit specifique entre hélices au niveau de la bicouche lipidique par des liaisons de Van
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Der Waals, ces régions de contact contiennent des résidus riches en carbones  (V, I, T, L)
(MacKenzie et al., 1997).

Une équipe a récemment montré que deux cysteines en N-terminal ont été identifiées
dans le récepteur humain du calcium comme étant impliquées dans la dimérisation (Ray et
al., 1999). Six cystéines sont situées dans la séquence protéique d’AQP3 de rat: C11, dans
I'extrémité N-terminale, C29 et C39, dans le premier segment transmembranaire, C91, dans
la boucle B, C174, dans le quatrieme segment transmembranaire, et C267, dans I'extrémité
C-terminale. Il a été démontré que certaines protéines composées de plusieurs sous-unités
étaient reliées entre elles par des interactions au niveau des extrémités N- (Kreusch et al.,
1998), ou C-terminales (Daram et al., 1997; Ludwig et al., 1997). Les sequences N et C-
terminales d’AQP3 sont tres hydrophiles et si un pont disulfure inter-moléculaire implique
les cystéine 11 ou 267, les agents réducteurs devraient facilement y avoir acces. On peut
imaginer cependant que l'association des sous-unités par ces extrémités conduise a la
formation d'une région hydrophobe, difficilement accessible. Le profil d’hydrophobicité
d’AQP3 montre que la boucle B est trés hydrophobe, la cystéine 91 est aussi un bon
candidat pour étre impliquée dans un pont disulfure qui peut difficilement étre réduit. Les
cystéines situées dans les segments transmembranaires peuvent aussi avoir leur role
puisqu'on peut observer dans les structures tridimensionnelles que des contacts étroits ont
lieu entre les segments transmembranaires des sous-unités adjacentes.

Par contre, une équipe travaillant sur les canaux sodiques a mis en évidence
I'implication de deux cystéines qui ne seraient pas impliquées dans I'assemblage des sous-
unités mais dans le transport a la membrane plasmique du canal assemblé (Firsov et al.,
1999).

L'analyse en immunoblot des fractions des gradients de sédimentation a montré qu'il
était impossible de calculer avec précision le coefficient de sédimentation d’AQP3 en
conditions non-dénaturantes. Nous nous sommes affranchis des variations liées a la
reproductibilité des gradients de sédimentation, aux détergents utilisés et a la composition
lipidique de la membrane, en focalisant notre travail sur les membranes de globules rouges
et en comparant les positions d'/AQP1 et d'AQP3 de ces membranes. Dans ce cas, I'analyse

reste encore soumise aux variations dues a la quantité de détergent liée et a la
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glycosylation. Cependant, ces variations ne suffisent pas a expliquer ce grand décalage
dans la position d'’AQP1 et d’AQP3 en conditions non-dénaturantes. La forme tétramérique
d'’AQP1 est confirmée, et n'est pas dissociée en conditions non-dénaturantes. Les résultats
obtenus sur AQP3 conduisent a deux hypotheéses:

-AQP3 est dans un état initial tétramérique dans les membranes, mais la protéine est
tres sensible aux détergents non dénaturants utilisés, elle s'est donc dissociee,

-AQP3 est dans un état monomeérique et dimérique dans les membranes.

Dans le but d'opter pour lI'une ou l'autre de ces deux hypothéses, des études en
microscopie électronique sur cryofractures de membranes d'ovocytes ont été réalisées.
Nous montrons qu'il n'y a pas de différence significative entre les tailles des particules
intramembranaires observées sur les ovocytes exprimant AQP3 par rapport a ceux
exprimant AQP1, suggérant qu'AQP3 est sous forme tétramérique dans les membranes. Ce
résultat est tout de méme a prendre avec précautions car nous avons vu dans le chapitre
I1.B.7 de l'introduction, que le diameétre calculé des particules intramembranaires fluctue
facilement pour une méme protéine, en fonction de la technique d'ombrage et de la

méthode de calcul utilisées.

Les procédés chromatographiques en vue de la purification de protéines
membranaires ont montré I'état d'oligomérisation de certains canaux hydriques solubilisés
en conditions non-dénaturantes a la sortie des colonnes, mais les résultats n'aboutissent pas
toujours a la méme conclusion. En effet, AQP1 est trouvée tétramérique en Triton (Smith
et Agre, 1991), et dimérique en OG (Jarvis et Louis, 1995; Schulte et van Hoek, 1997; Van
Hoek et al., 1993; van Hoek et al., 1995), et AQPO, en OG, est trouvee tétramérique pour
les uns (Aerts et al., 1990; Jarvis et Louis, 1995; Van Hoek et al., 1993), et monomérique
ou dimérique pour les autres (Manenti et al., 1988). Ces résultats montrent que la
détermination de I'état d'oligomérisation d'une protéine membranaire aprés passage sur
colonne n'est pas toujours concluante.

L'observation des cartes de projection 2D ou 3D réalisées a partir de cristaux, ont

montré I'organisation tétramérique de certains canaux hydriques (AQPO, AQP1, AQPcic,
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AQPZ). Ces observations ont été confirmées pour certains d'entre eux par des expériences
de sédimentation sur gradient de saccharose: c'est la cas d'’AQP1 solubilisée en Triton
(Jung et al., 1994b; Smith et Agre, 1991) et en NLS (Mathai et Agre, 1999), d'AQPcic en
Triton et en OG (Lagree et al., 1998a), et d'/AQPZ en DM (Borgnia et al., 1999), mais les
experiences n'ont pas été effectuées pour AQPO. A l'inverse, la sedimentation sur gradient
de saccharose a été effectuée pour des protéines MIPs dont les cartes de projection n'ont
pas été déterminées, c'est le cas d'AQP2 en déoxycholate (Kamsteeg et al., 1999), d AQP3
en OG, Triton et NLS (le travail présenté ici), dAQP4 en déoxycholate (Neely et al.,
1999) et de GlpF en OG et Triton (Lagree et al., 1999; Lagree et al., 1998a). Les résultats
ont montré que les aquaporines AQP2 et AQP4 sédimentent dans des fractions
correspondant a un coefficient de sédimentation en accord avec une forme tétramérique.
En revanche, AQP3 et GlpF sédimentent dans des fractions plus légéres en accord avec
une forme monomérique pour GIpF, et monomérique et dimérique pour AQP3. Ces
résultats ne nous indiquent cependant pas si ces protéines sont organisées en tétrameres
dans la membrane et I'obtention de cartes de projection sur des cristaux de ces protéines,
parrallelement aux observations des cryofractures de membranes, devraient permettre de
répondre a cette question. Si AQP3 et GlpF sont tétramériques dans les membranes, alors il
existerait peut-étre un lien entre la sensibilité du tétramere aux détergents non-dénaturants
des aquaglycéroporines et des transporteurs de glycérol, et leur capacité a transporter les

petits solutés.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le travail décrit dans cette thése a consisté a approfondir nos connaissances sur les
relations structure-fonction des protéines MIPs. Ces protéines sont connues depuis peu et
elles ont un réle tres important puisqu'elles sont impliquées dans les processus de
régulation de I'équilibre osmotique des cellules. Elles sont notament abondantes dans le
rein ou elles interviennent dans la réabsorption de I'eau, et la mutation de l'une d'entre
elles, AQP2, entraine un diabéte néphrogénique insipide. La fonction principale de ces
protéines chez les mammiferes est de transporter I'eau, mais certaines d'entre elles sont
également capables de transporter les petits solutés, c'est le cas des aquaglycéroporines.

La plupart des études ont été menées sur AQP1, mais peu d'études ont été effectuées
sur AQP3 qui est pourtant la premiére aquaglycéroporine clonée chez les mammiferes. Sa
caractérisation structurale et fonctionnelle permettrait pourtant de comprendre les
phénomenes de sélectivité. Nous nous sommes donc investis dans I'étude d'AQP3.

Nous avons vu que les travaux réalisés dans divers systemes, présentés dans cette
these et décrits par différents auteurs, dans le but de déterminer la mise en commun ou non
du pore d'AQP3 pour I'eau et le glycérol (mesure du coefficient de réflexion pour certains
solutés, inhibition des transport d'eau et de glycérol, mesures fonctionnelles de mutants et
de chimeéres, effet du pH sur la fonction), n‘ont pas permis d'aboutir a une conclusion
identiqgue. Nous avons proposé une hypothése ou une partie seulement du pore est
commune. Ce modele est a prendre avec précautions mais il pourrait servir éventuellement
d'outil de base pour envisager de nouvelles expériences.

Nous avons mis en évidence la présence d'AQP3 dans la membrane du globule
rouge. La purification d'/AQP3 a partir de ces membranes aurait pd étre envisagée en vue
d'études cristallographiques mais elle semble moins exprimée par rapport a AQP1 dans ces
membranes. En revanche, les études fonctionnelle et biochimique d'’AQP3 sur ce tissu sont
facilement réalisables puisqu'il est aisé d'obtenir des globules rouges.

Nous avons observé une forte stabilité du dimere d’AQP3 qui est résistant au SDS et

aux agents réducteurs. Des études de mutagénese dirigées sur les cystéines d'AQP3
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devraient permettre de determiner les cystéines impliquées dans d'éventuels ponts
disulfures intermoléculaires.

C'est gréace a l'utilisation des globules rouges, possédant AQP1 et AQP3 dans leur
membrane, que nous avons pl observer une différence dans la sensibilité aux détergents
non-dénaturants de ces deux protéines. AQP1 dévoile son état tétramérique mais AQP3
apparait monomérique et dimérique. Nous n'avons donc pas pu conclure quant a I'état
d'oligomérisation d'AQP3 puisqu'il ne faut pas écarter la possibilité d'une sensibilité plus
importante d'’AQP3, de GlpF, et généralement peut-étre a toutes les aquaglycéroporines et
aux facilitateurs de glycérol, aux détergents non-dénaturants. D'ailleurs, I'observation des
cryofractures de membranes d'ovocytes exprimant AQP1 et AQP3 a montré que la taille
d'’AQP3 n'est pas significativement differente de celle d'AQP1, suggérant une structure
tétramérique. L'étude cristallographique d'’AQP3 purifiée a partir de son expression dans la
levure devrait permettre de confirmer ce résultat.

L'ovocyte de xénope est un systéeme d'expression souvent utilisé pour déterminer la
fonction de protéines membranaires. Nous avons montré qu'il existait un transport d'eau et
de glycérol endogene dans la membrane de l'ovocyte de xénope a certains stades de
maturation, il est donc important de sélectionner les ovocytes matures ou éventuellement
de s'affranchir de ce transport endogéne en incubant les ovocytes préalablement avec de la
progestérone avant toute expérience de transport. Il serait intéressant de cloner ce ou ces

transporteurs.
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Références:
A: (Denker et al., 1988) (WB) N: (Ko et al., 1999) (NB)
B: (Echevarria et al., 1994) (NB) O: (Koyama et al., 1997) (NB, HIS)
C: (Folkesson et al., 1994) (WB, NB) P: (Koyama et al., 1998) (NB)
D: (Frigeri et al., 1995) (IH) Q: (Kuriyama et al., 1997) (NB)
E: (Frigeri et al., 1998) (IF, WB) R: (Lietal., 1994) (NB, WB, IH)
F: (Fushimi et al., 1993) (NB) S: (Maetal., 1996a) (NB)
G: (Gorin et al., 1984) (NB) T: (Maetal., 1997) (SB)
H: (Ishibashi et al., 1994) (NB) U: (Nielsen et al., 1993) (WB, IH)
I: (Ishibashi et al., 1995) (NB) V: (Rainaet al., 1995) (NB)
J: (Ishibashi et al., 1997a) (NB) W: (Roudier et al., 1998) (WB)
K: (Ishibashi et al., 1997b) (NB) X: (Tsukaguchi et al., 1998) (NB)
L: (Ishibashi et al., 1998b) (NB) Y: (Yasui et al., 1999b) (WB)
M: (King et al., 1997) (WB)

HIS: Hybrydation in situ
IF:  Immunofluorescence
IH:  Immunohistochimie
NB: Northern-blot
SB: Southern-blot
WB: Western-blot
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ANNEXE Il. SOLUBILISATION DES PROTEINES MEMBRANAIRES

Les détergents sont des molécules amphiphiles comme les lipides. La caractéristique
principale des détergents est de former des micelles au-dela d'une certaine concentration
(la concentration micellaire critique ou CMC), alors que les lipides forment des vésicules
dans les mémes conditions. En dessous de la CMC, les détergents sont sous forme de

monomeres en solution. Au-dessus le la CMC, I'excés de détergents forme des micelles.

Les détergents utilisés dans la biochimie des protéines membranaires se classent en 4
catégories: les détergents ioniques, non ioniques, zwitterioniques et les sels biliaires. Plus
un détergent est polaire, plus il est soluble et plus ils possédent une CMC élevée. Leurs

principales caractéristiques sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Concentrations monomérique et micellaire de détergent en fonction de la

concentration totale de détergent.

%/Micelle

Monomeére

t

[monomere ou micelle]

CMC [détergent]

Les détergents ioniques se fixent sur toutes les protéines alors que les détergents non
dénaturants ne se fixent que sur les protéines membranaires par I'intermédiaire de leur

partie hydrophobe sur la partie hydrophobe de la protéine.
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Etapes de solubilisation d'une protéine membranaire

Les molécules de détergents prennent progressivement la place des lipides. Aux faibles concentrations de
détergents, ceux-la s'incorporent dans la bicouche lipidique. Au voisinage de la CMC, il y a solubilisation de
la membrane c'est a dire formation de micelles mixtes lipides/détergents contenant les protéines. L'addition
supplémentaire de détergents conduit a une délipidation progressive de la protéine qui n'est pas toujours

totale.

Propriétés de certains détergents.

MM
Détergents mono- | n MM | CMC ) Denatu-
. micelle | (M) | ration
mere
lonique
Dodécyl sulfate de sodium (SDS) - 288 | 60| 17000| 8.10°| Oui
N-Lauroyl sarcosine (NLS) - Non
Non-ioniques
Polyoxyéthyléne-octylphénol (Triton) | 646 | 73| 47000| 3.10* | Non
Octyl-glucoside 292 | 30 9000| 2.10% | Non
Dodécyl-maltoside 528 | 12| 67000| 2.10*| Non
7
Zwiterioniques
Lysophosphatidylcholine 495 | 18| 92000| 7.10°| Oui
5
Sels biliaires
Cholate de sodium 430 | 10| 4300| 1.107%| Non

Les valeurs indiquées sont celles en absence de sel. n = nombre de molécules de détergents par micelle.
D'aprés E. Shechter.
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ANNEXE Ill. PATHOPHYSIOLOGIE DES CANAUX HYDRIQUES

Certaines protéines MIP sont impliquées dans des pathologies (King et Agre, 1996);
Lorsqu'elles sont mutées, elles aboutissent a divers phénotypes: la formation de cataractes
(AQPO, (Shiels et Bassnett, 1996)), la perte de I'antigéne Colton (AQP1, voir annexe 1V),
le diabéte néphrogénique insipide (AQP2, voir ci-dessous). Pour mieux définir le réle
physiologique des canaux hydriques, la génération de souris transgéniques (“'knock-out™) a
commencé depuis peu. Des souris dont les genes AQP1, AQP4 ou AQPS5 ont été genérees
(Ma et al., 1999; Yang et al., 1999a). Des défauts fonctionnels ont été décrits au niveau
rénal et dans d'autres organes (Verkman, 1999) et la génération de souris "knock-out™ pour
le gene d'AQP3 a débuté depuis 1998 (Ma et al., 1998).

Le diabéte insipide est généralement dd & un déficit en hormone antidiurétique. Cette
hormone augmente normalement la réabsorption de I’eau par les reins et permet de
maintenir une dilution constante du sang. Il existe également quelques cas rares d’une
variété de diabete insipide, dit néphrogene, di a une insensibilité des reins a I’hormone
antidiurétique, secrétée de facon normale. Ceci est provoqué soit par des mutations dans le
récepteur V2 a la vasopressine (une soixantaine connue) ou bien par des mutations dans le
géne codant pour AQP2 (Deen et al., 1994; Hochberg et al., 1997; Mulders et al., 1998a;
Mulders et al., 1997a; van Lieburg et al., 1994). L’eau n’est alors plus réabsorbée, ce qui
produit I’évacuation d’un trés grand volume d’urine diluée. Un patient atteint de cette
maladie peut éliminer entre 5 et 20 litres d’urine par jour, a condition que cette émission
soit compensée par une absorption équivalente d’eau. Si la quantité d’eau absorbée n’est
pas suffisante, des symptdmes de déshydratation apparaissent, entrainant confusion
mentale, obnubilation et coma. Le diabéte insipide est traité par I’administration d’une
hormone antidiurétique de synthése mais elle est inefficace dans le cas du diabete insipide

néphrogéne.
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La figure ci-dessous représente quelques mutations connues dans l'aquaporine-2
humaine. Des études d'expression fonctionnelles ont montré que les mutations connues de
I'’AQP2 causaient une rétention de la protéine dans la cellule ou un défaut de sa fonction.
On y observe que la localisation des résidus mutés ne se restreint pas a une partie de la

protéine.

Positionnement de quelques mutations impliquées dans le NDI.

J P262L COOH
\H €25

Les mutations sont responsables de formes autosomiques récessives: G64R, R187C
(Deen et al., 1994; van Lieburg et al., 1994), V168M, S216P (Vargas-Poussou et al.,
1997), T125M, G175R (Goji et al., 1998), A147T, T126M, N68S (Mulders et al., 1997a),
G100X (Hochberg et al., 1997), L22V, C181W (Canfield et al., 1997), W202C (Oksche et
al., 1996), A190T, P262L (Kuwahara, 1998), mais il a été trouvé récemment une forme

autosomique dominante: E258K (Mulders et al., 1998a) représentée en blanc.
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Le tableau montre le défaut attribué a chaque mutation responsable de NDI. La
majorité des mutations produisent un défaut d'adressage de la protéine lorsqu'elle est
surexprimée dans les ovocytes, dans certaines lignées cellulaires ou dans la levure.
Quelques auteurs ont pu mesurer la perméabilité hydrique unitaire des protéines mutées
d'apres leur taux d'expression a la membrane. Ceci a permis de déterminer si la protéine
était fonctionnelle ou non (voir tableau). On remarque que les mutations provoquant un
défaut fonctionnel de la protéine (G64R, N68S, T125M, G175R, R187C et E258K) sont
situées dans les boucles B, C et E et dans I'extrémité C-terminale. Ce sont dans ces parties
que l'on trouve de grandes différences entre les aquaporines strictes et les

aquaglycéroporines et transporteurs de glycérol.
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Les mutations d"’AQP2 impliquées dans un défaut d'adressage ou de fonction

Mutation Défaut d'adressage Défaut fonctionnel
NDI Réf. (systeme d'expression) Réf. (systeme d'expression)
L22V Oui A, | (ovocytes) G (levure) Oui
Non Non A, | (ovocytes)
G64R Oui B, E (ovocytes) Oui B, E (ovocytes)
Non Non
NG8S Oui E (ovocytes) Oui E (ovocytes) G (levure)
Non Non
T125M Oui Oui C, D (ovocytes) G (levure)
Non C, D (ovocytes) Non
T126M Oui E (ovocytes) | (CHO) Oui G (levure)
Non Non E, | (ovocytes)
A147T Oui E (ovocytes) | (CHO) Oui I (LLCPK1) G (levure)
Non I (LLCPK1) Non E, | (ovocytes)
G175R Oui Oui C, D (ovocytes)
Non C, D (ovocytes) Non
C181W Oui I (ovocytes) A, | (CHO) Oui G (levure)
Non Non
~ B (ovocytes) | (CHO) | - E €9) G (1 )
ui ui , | (ovocytes evure
R187C (LLCPK1) Y
Non Non
A190T Oui D (ovocytes) Oui
Non Non
S216P Oui B (ovocytes) | (LLCPK1) Oui G (levure)
Non Non
E258K Oui F (ovocytes) Oui F (ovocytes)
Non Non
P262L Oui D (ovocytes) G (levure) Oui
Non Non
A: (Canfield et al., 1997) F: (Mulders et al., 1998a)
B: (Deen et al., 1995) G: (Shinbo et al., 1999)
C: (Goji et al., 1998) H: (Tamarappoo et Verkman, 1998)
D: (Kuwahara, 1998) I: (‘Yamauchi et al., 1999)
E: (Mulders et al., 1997a)
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ANNEXE IV. LE PHENOTYPE COLTON

Les antigenes de groupe sanguin sont attribués a des domaines structuraux variables
présents sur les protéines membranaires tels qu'une substitution d'acide aminé, la présence
d'un monosaccharide altéré dans les carbohydrates ou méme la juxtaposition de deux
protéines membranaires. Environ 250 antigenes ont été décrits et font partie de 22 groupes
sanguins différents. L'identité moléculaire de nombreux antigénes de groupes sanguins
restait encore inconnue comme par exemple les antigénes Co® et Co® qui aboutissent aux
trois phénotypes les plus fréquents: 91,4% Co (a'b’), 8,4% Co (a'b"), 0,2% Co (a'b®). Le
phénotype Co (a'b’) est extrémement rare et a été décrit chez quelques individus (Lacey et
al., 1986).

Sites antigéniques et sites de mutation chez les individus **colton-négatif".

Proband-1

Co@b) = Délétion exon 1
ABH Co(abY) =
]

Proband-3 I
P38L

N Proband-2 c
G104->

Le site du polymorphisme Colton au résidu 45 est représenté: Coa = alanine (A) et Cob = valine (V). Le
polylactosaminoglycane attaché au résidu asparagine 42 forme I'antigéne ABH. Les 3 sites de mutation Co

(a’b’) connus sont représentés en rouge (d'apres Preston et al., Science, 1994).
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La présence abondante d'AQP1 dans le globule rouge a laquelle aucun antigéne de
groupe sanguin n'est associé, qui présente des polylactosaminoglycanes, présents
également sur la bande 3, et dont le locus génomique est situé sur le méme chromosome
que celui du groupe sanguin Colton laissait penser que l'antigéne Colton pouvait étre
associé a AQP1. Effectivement, les travaux de Smith et Agre ont montré qu'AQP1 portait
en elle au moins deux antigenes différents: le polylactosaminoglycane est responsable de
I'antigéne ABH et le résidu 45 est responsable d'un polymorphisme ou une alanine est
présente dans I'aquaporine des individus Co (a'b’) et une valine est présente chez les
individus (a'b™). Ce résidu 45 situé donc sur la face externe est un élément supplémentaire
a prendre en compte pour la topologie membranaire de cette protéine. De plus, AQP1 n'est
pas détectée en western-blot dans les globules rouges des rares individus Co (a’b’) (Smith
etal., 1994).

La perméabilité hydrique des globules rouges des individus Colton (a'b’) indique
qu'elle est réduite de 80% par rapport aux témoins, pourtant, ces personnes ne souffrent
d'aucune maladie apparente. Parmi ces individus, il a été identifié trois cas différents
d'aprés l'analyse de I'ADN génomique: une délétion a l'intérieur du gene codant pour
AQP1, une insertion de base provoquant un decalage du cadre de lecture a partir de la
glycine 104, et une substitution cytosine en thymine induisant une substitution d'une
proline par une leucine en position 38 (Preston et al., 1994b). Afin de veérifier la
conséquence de la mutation P38L d'AQP1, I'expression et la fonction de cette protéine ont
été testées dans I'ovocyte de xénope, aboutissant a une faible perméabilité par rapport a la
protéine sauvage et a une absence de glycosylation ainsi qu'une baisse d'expression a la

membrane plasmique (Preston et al., 1994b).
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ANNEXE V. RESULTATS SUPPLEMENTAIRES OBTENUS SUR DES

CRISTAUX D'AQP1

Des cartes de projection de cristaux d’AQP1 a deux dimensions en coloration
négative ne montrent presque pas de différence au niveau des tétrameres adjacents alors
gu'en ombrage rotatif, les deux tétraméres montrent une structure différente correspondant

a une orientation inversée dans la membrane (Walz et al., 1996) (figure ci-dessous).

Comparaison des cartes de projection bidimensionnelles d'AQP1 obtenues a partir de

deux techniques différentes.

Walz et al., 1996

Les cartes de projection a deux dimensions ont été obtenues en coloration négative (A) ou en ombrage rotatif

(B).

Par des techniques d'ombrage de métaux lourds et de microscopie a force atomique
(AFM), il a été possible d'identifier le coté cytosolique du tétramere dans un cristal & deux
dimensions en comparant le relief de surface de cristaux digérés ou non a la
carboxypeptidase Y connue pour cliver la partie C-terminale d'AQP1 de 5 kDa. Le relief
des faces extracellulaire et cytoplasmique se révele étre différent. La figure ci-dessous
montre la carte de projection de cristaux d'’AQP1 2D obtenue & 6 A de résolution (Walz et

al., 1995) sur lesquelles ont été ajoutées les zones extra membranaires a forte densité de la
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bicouche lipidique sur la face extracellulaire et cytoplasmique. Ces zones indiquent une

asymeétrie de la protéine de part et d'autre de la bicouche lipidique (Walz et al., 1996).

Cartes de projection bidimensionnelle d’AQP1 montrant les zones extra

membranaires.

Walz et al., 1996

Face extracellulaire a gauche et face cytoplasmique a droite.
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ANNEXE VI. COMPOSITION DES SOLUTIONS UTILISEES POUR LA

MIGRATION DES PROTEINES

Gel de concentration:

Gel de séparation:

Tampon de migration (1 litre):

Tampon Laemmli 3X:
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Acrylamide 3%, Bis-acrylamide 0,08%
SDS 0,1%

Tris 125 mM, pH 6,8

+ APS et Temed

Acrylamide 12%, Bis-acrylamide 0,32%
SDS 0,1%

Tris 375 mM, pH 8,8

+ APS et Temed

Tris Base 3g
Glycine 14,4g
SDS 0,1%

Glycérol 20,25%

DTT 25mM

SDS 5%

Bleu de bromophénol 27,5 mM
Tris 25 mM, pH 8,00
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RESUME

La famille des protéines MIPs est composée de canaux hydriques et de facilitateurs
de glycérol. Parmi les canaux hydriques, certains sont sélectivement perméables a I'eau, les
aquaporines (AQP1, AQP2,...), et les autres sont également permeables aux petits solutés
comme le glycérol, les aquaglycéroporines, dont AQP3 fait partie.

Nous avons montré dans un premier temps que la perméabilité au glycérol du
globule rouge était due a la présence d'AQP3.

Dans l'intention de mieux comprendre quels étaient les éléments protéiques
impliques dans la sélectivité des protéines MIPs, nous avons construits des chimeres entre
AQP2 et AQP3. L'une d'entre elle, AQP3-AQP2 Cter, aprés expression dans l'ovocyte de
xénope, a permis de montrer que la partie Cterminale est impliquée dans le transport d'eau
mais pas dans le transport de glycérol des protéines MIPs.

Nous avons également montré que les ovocytes de xénope non matures possédaient
des perméabilités a I'eau et au glycérol supérieures aux ovocytes matures, dd a I'expression
d'un canal ou d'un transporteur endogéne.

Enfin, nous avons envisagé de déterminer pour la premiére fois la structure
quaternaire d'une aquaglycéroporine: AQP3. Alors qu'AQP1 dévoile sa forme tétramérique
sur gradient de saccharose, aprés solubilisation en conditions non dénaturantes, AQP3
sédimente dans des fractions plus légéres sous formes d'un monomeére et d'un dimeére trés
résistant au SDS et aux agents reducteurs hydrophiles. Nous n'avons pu conclure quant a
son organisation dans les membranes du fait d'une éventuelle sensibilité aux détergents non
dénaturants utilisés. Nous avons donc engagé des études de microscopie électronique de
cryofractures de membranes d'ovocytes exprimant AQP1 et AQP3. Nous en avons déduit
que la taille d’AQP3 n'était pas significativement différente de celle d'/AQP1 pour suggérer

une organisation membranaire également différente.

Mots clés: AQP3, sélectivité, transport, érythrocyte, oligomérisation.



CARACTERISATION FONCTIONNELLE ET STRUCTURALE DE
L'AQUAGLYCEROPORINE AQP3 EXPRIMEE DANS DIVERS SYSTEMES

La famille des protéines MIPs est composée de canaux hydriques et de facilitateurs de
glycérol. Parmi les canaux hydriques, certains sont sélectivement perm&ables a I'eau, les
aquaporines (AQP1, AQP2,...), et les autres sont également perméables aux petits solutés
comme le glycérol: les aquaglycéroporines, dont AQP3 fait partie. Nous avons montré dans
un premier temps que la perméabilité au glycérol du globule rouge était due a la présence
d’AQP3. Dans l'intention de mieux connaitre quels étaient les éléments protéiques impliqués
dans la sélectivité des protéines MIPs, nous avons construit des chimeéres entre AQP2 et
AQP3. L'une d'entre elle, AQP3-AQP2 Cter, apres expression dans I'ovocyte de Xénope, a
permis de montrer que la partie C terminale cytoplasmique est impliquée dans le transport
d'eau mais pas dans le transport de glycérol d'/AQP3. Nous avons également montré que les
ovocytes de xénope non matures possédaient des perméabilités a l'eau et au glycérol
supérieurs a celles des ovocytes matures suggérant I'expression d'un canal ou d'un
transporteur endogéne. Enfin, nous avons envisagé de déterminer pour la premiere fois la
structure quaternaire d'une aquaglycéroporine: AQP3. Alors qu'AQP1 dévoile sa forme
tétramérique sur gradient de saccharose, apres solubilisation en conditions non dénaturantes,
AQP3 sédimente dans des fractions plus Iégeres sous forme d'un monomere et d'un dimére
trés résistant au SDS et aux agents réducteurs hydrophiles. Nous n‘avons pu conclure quant a
son organisation dans les membranes du fait de son éventuelle sensibilité spécifique aux
détergents non dénaturants utilisés. Nous avons donc engagé des études de microscopie
électronique de cryofractures de membranes d'ovocytes exprimant AQP1 et AQP3. Nous en
avons déduit que la taille d’AQP3 n'était pas suffisamment différente de celle d'AQP1 pour
suggérer une organisation membranaire également différente.

FUNCTIONAL AND STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF THE
AQUAGLYCERPORIN AQP3 EXPRESSED IN VARIOUS SYSTEMS.

Proteins of the MIP family are membrane proteins that facilitate water or/and solute transport
across biological membranes. The members of this family have been classified in three
subgroups according to their sequence similarity and function: the aquaporins contains water
selective transport proteins (AQP1, AQP2,...), the aquaglyceroporins are water and solute
permeable proteins such as AQP3, and the glycerol facilitators are impermeable to water. We
have shown that the glycerol permeability of red blood cell membrane is due to the presence
of AQP3. In order to determine parts of the proteins involved in the selectivity, we have
constructed chimeras between AQP2 and AQP3. Permeability measurements of oocyte
expressing AQP3-AQP2 Cter showed that the C terminal extremity is critical for the transport
of water but not for the glycerol one. Comparing the water and glycerol transports of oocytes
at various stages of maturation, we have shown that an endogenous channel or transporter was
present in immature oocytes. Our interest was then focused on the determination of the
oligomerization status of an aquaglyceroporin: AQP3, in different membranes. The known
tetrameric structure of AQP1 was observed by velocity sedimentation on sucrose gradient, in
contrast, AQP3 was found in much slighter fraction in monomeric and dimeric forms. The
dimer seems to be very resistant to SDS and hydrophilic reducing agent treatment. Due to a
plausible sensitivity of AQP3 to the non-denaturant detergents used, we could not exclude its
tetrameric form in the membrane. The results obtained with electronic microscopy on AQP1
and AQP3 expressing oocyte membrane cryofracture showed that AQP1 and AQP3 IMP sizes
were not different enough to suggest another membrane organization.





