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ABREVIATIONS

ADN: acide désoxyribonucléique.

ADP: adénosine diphosphate

AMPPCP: adénosine 5'-(8, yméthylénetriphosphate).

ARNm: ARN messager.

ATP: adénosine triphosphate

BAD: domaine accepteur de biotine

BCA: acide bicinchonique

BSA: Bovine serum albumine (albumine sérique bovine)

Ci2Es: octaéthyléneglycol monododécyléther.

CAPS: acide 3-[cyclohéxylamino]-1-propanesulfonique.

COS: cellules de singes transformées par un virus SV-40 déficient au hiveau de son
origine de réplication

DDM: dodécyl maltoside.

ddNTP: didésoxynucléotides triphosphates.

DO: densité optique

DTT: dithiothréitol.

E1/E2: états conformationnels de ' ATPase-Ca2+ de haute affinité (E1) ou de basse
affinité (E2) pour le calcium

EDTA: acide éthylénediamine tétraacétique.

EGTA: acide [éthylénebis-(oxyéthylénenitrilo)]tétraacétique.
ER/SR: réticulum endoplasmique/réticulum sarcoplasmique.

EYPA: acide phosphatidique extrait de jaune d'oeuf

g/g: gramme/gramme.

HEK: cellules embryonnaires rénales humaines.

HEPES: acide N-2-hydroxy éthyl piperazine-N'-2-éthanesulfonique
IP3: Inositol triphosphate

LDH: lactate déshydrogénase.

LiCl: chlorure de lithium.
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LPC: L-a-lysophosphatidylcholine.

m/v: masse/volume.

MES: acide 2-[ A-morpholino]éthanesulfonique. MNKP: Protéine de la maladie de Menkes
MOPS: acide 3-[A-morpholino]propanesulfonique.

MPD: 2-Methyl-2,4-Pentanediol

NADH: acide a-nicotinamide adénine dinucléotide

Ni-NTA: Ni2+-acide nitrilo-triacétique.PBS: solution saline famponnée par le phosphate
EYPC: phosphatidylcholine extraite de jaune d'oeuf.

PCR: réaction de polymérisation en chaine.

PEG: polyéthyléneglycol.

PEP: phosphoénolpyruvate.

Pi: phosphate inorganique.

PK: pyruvate kinase.

PMCA: ATPase-Ca** de la membrane plasmique.

PMSF: Phényl Méthyl Sulfonyl Fluoride

PTD: Passe tout droit

PVDF: polyvinylidéne difluoride.

gsp: quantité suffisante pour

RE: réticulum endoplasmique

RMN: résonance magnétique nucléaire.

ROCs:Receptor operated channels: cannaux dépendant d'un récepteur

SR: réticulum sarcoplasmique

RYR: récepteur a la ryanodine.

SDS: dodécyl sulfate de sodium.

SDS-PAGE: électrophoréses dénaturantes sur gel de polyacrylamide.

SERCA: Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase

SERCAI-BAD: Protéine SERCAI fusionnée a BAD

SLN: sarcolipine.

SOCs: Second messenger operated channels: canaux dépendants d'un second messager

t-butanol: ter#Butanol
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TCA: acide trichloroacétique

TES: acide 2-{[2-hydroxy-1,1-bis(hydroxyméthyl)éthylJamino}éthanesulfonique.
TG: thapsigargine.

Tris: tris(hydroxymethyl)aminoéthane

UV: ultraviolet.

VOCs: Voltage operated channels: canaux dépendants du voltage

WNDP: Protéine de la maladie de Wilson

WT: ATPase-Ca*" de séquence sauvage.

YSiBAD: vecteur contenant l'insert codant pour la protéine de fusion SERCAIBAD
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INTRODUCTION : INTRODUCTION GENERALE

I.1 Introduction générale

Le calcium cytoplasmique est un messager intracellulaire ubiquitaire et intervient
dans de nombreuses voies de signalisation, contrdlant ainsi de hombreuses fonctions de
la physiologie cellulaire. Ainsi, des variations de la concentration en calcium cytosolique
peuvent réguler la transcription, modifier la fonction de certaines classes d'enzymes
comme les kinases, les phosphatases ou les phospholipases, contrdler le cycle cellulaire
ou encore intervenir dans la contraction musculaire. Pour que ceci soit possible, la
concentration de calcium libre intracellulaire doit &tre finement régulée. Celle-ci est la
résultante de mécanismes qui augmentent, diminuent ou tamponnent cette concentration
(cf. Figure I.1-1 et pour revue voir Berridge et a/, 2003). Un organite jouant un réle
important dans I'homéostasie calcique est le réticulum endo- ou sarcoplasmique, principal
compartiment dynamique de stockage de calcium : le calcium stocké peut étre libéré
dans le cytoplasme par des canaux ioniques tels que le récepteur canal IP3 ou le
récepteur a la ryanodine suite a leur stimulation par des ligands spécifiques. Le
stockage, quant a lui, est assuré par pompage du calcium cytoplasmique libre vers la
lumiere du RE/RS. Ce transport actif est assuré par les ATPases calciques du réticulum
sarco(endo)plasmique, désignés par l'acronyme SERCAs (Sarco/endoplasmic reticulum
calcium ATPases). Ces pompes jouent donc un rdle majeur dans la régulation a court
terme des niveaux de calcium cytosolique libre et la compréhension des signaux

calciques dépend, en partie, de la connaissance de leur fonctionnement.
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INTRODUCTION : INTRODUCTION GENERALE
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Figure I.1-1 Les principaux acteurs de I'homéostasie calcique intracellulaire

BP: « binding protein» - RIP;:

récepteur sensible a la ryanodine -PMCA :

récepteur canal de linositol 3 phosphate - RyR :

« plasma membrane calcium ATPase » -

SPCA :« Secretory pathway calcium ATPase ». —» et —» :flux de calcium —» : flux de

sodium- [ ] canaux- ® pompe © échangeur

De nombreuses études ont amené a mieux connditre ces pompes. Une majorité de

ces études a été réalisée sur la pompe SERCAla. En effet, cette pompe représente 70%

des protéines membranaires du réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique et

cette abondance en a fait un objet d'étude de choix pour comprendre le fonctionnement

de toute la famille SERCA et plus généralement encore de la grande famille des ATPases

de type P a laquelle les SERCAs appartiennent. L'étude de mutants a permis

d'approfondir les connaissances de cette pompe. Ce type d'étude nécessite |'expression

dans un systéme hétérologue, suivie éventuellement d'une purification de la protéine

recombinante. Les systémes d'expression hétérologue ont permis d'acquérir également

quelques données fonctionnelles sur les autres isoformes SERCA.
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INTRODUCTION : INTRODUCTION GENERALE

Dans la premiére partie de mon introduction, je présenterai les caractéristiques
générales de la famille des SERCAs. Dans une deuxieme partie seront présentés les
différents systemes d'expression hétérologue et de purification de protéines
membranaires d'Eucaryotes supérieurs, ainsi que leurs utilisations éventuelles pour

I'¢tude des protéines SERCAs.
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INTRODUCTION : LES SERCAS

I.2 Les SERCAs

I.2.1 Les SERCAs, des protéines de la famille des ATPases dites de
type P

I.2.1.1 Généralités sur la famille des ATPases de type P

Les SERCAs partagent avec d'autres ATPases la particularité de former un
intfermédiaire phosphorylé au cours de leur cycle catalytique. Pour cette raison, elles ont
été nommées ATPases de type P. Le résidu phosphorylé est un aspartate faisant partie
de la séquence consensus hautement conservée « D-K-T-G ». Les ATPases de type P sont
aussi fréquemment appelées ATPases de type « E1/E2 » car au cours de leur cycle de
transport, elles passent successivement par deux états conformationnels, I'un de haute
affinité, E1, et 'autre de basse affinité E2 (cf. paragraphe I.2.3.1 page 32).

Les ATPases de type P constituent une vaste famille d’homologues et sont
présentes aussi bien dans les cellules procaryotes que dans les cellules eucaryotes (cf.
Mgller et al., 1996). Ces ATPases sont des protéines de la membrane plasmique ou des
membranes des organites qui utilisent I'nydrolyse de I'ATP pour transporter un cation
ou un couple de cations contre son gradient de concentration. Une grande variété de
cations sont ainsi transportés : Ca*", Na’, K', H' , Cu*", Zn*, Cd*".

Toutes ces ATPases possedent une chdine polypeptidique comprise entre 70 et
150 kDa (Kuhlbrandt, 2004). Cette chdine polypeptidique est responsable de I'hydrolyse
de I'ATP et du transport de cation. L'extrémité N-terminale de cette chdine est située
dans le cytoplasme. Certaines ATPases, comme par exemple 'ATPase Na/K, possedent
en plus de leur sous unité catalytique o, une sous unité p, impliquée dans l'adressage de
la protéine a la membrane plasmique et pour le fonctionnement de I'enzyme (Kaplan,
2002).

En 1998, Palmgren et Axelsen, ont aligné les séquences de 159 ATPases de type P
et ont proposé un classement phylogénétique (cf.. Figure I.2-1) (Palmgren et Axelsen,

1998). Selon cette classification, les SERCAs font partie des ATPases de type II, plus
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INTRODUCTION : LES SERCAs

précisément des sous-groupes ITA. Les ATPases regroupées dans ce sous-groupe, ainsi
que celles regroupées dans le sous -groupe IIB (comme les ATPases Ca** de la membrane
plasmique ou PMCA) sont impliquées dans le transport de calcium. Le groupe IIC est
représenté par I'ATPase Na/K ou I'ATPase H/K. Il est trés proche du groupe ITA d'un
point de vue évolutif, plus proche que ne l'est le sous-groupe IIB, ce qui peut parditre
paradoxal, les deux sous groupes IIA et IIB transportant le méme ion Ca® (cf. Maller
et al, 1996). La présence d'une sous-unité régulatrice p en plus de l'unité o semble tre
un des points communs entre les ATPases de type IIC (cf. Kaplan, 2002). Les ATPases
de type I sont impliquées dans le transport, qu'il s'agisse d'import ou d'export, de
métaux de transition tels que le zinc ou le cuivre. Les ATPases de type III sont des
ATPases-H" des membranes plasmiques des microorganismes et des plantes,
relativement proches du point de vue séquence des ATPases Ca** de type IIB (Maller et
al., 1996). Les ATPases de groupes IV et V sont moins connues. Il a été suggéré que les
ATPases de type P IV ftransportent des lipides tels que la phosphatidylsérine, la
phosphatidyléthanolamine et la phosphatidycholine (pour revue voir Paulusma et Oude
Elferink, 2005). Aucune spécificité n'a été attribuée aux ATPases de type V a ce jour,
mais tout comme les ATPase de types IV, elles se distinguent par leur présence

exclusive dans les organismes eucaryotes (Palmgren et Axelsen, 1998)
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Figure I.2-1 Arbre phylogénétique de 159 ATPases de type P (d'aprés Palmgren et
Axelsen, 1998 et Kuhlbrandt, 2004)

La spécificité de transport de chaque groupe est notée en italigue. Le point
d'interrogation indigue que la spécificité du groupe est encore controversée. Le nom
de chague branche correspond au nom de la protéine, au locus du géne ou au code
daccession d la ségquence dADN. Le code couleur correspond d différentes espéces :
en vert: Arabidopsis thaliana; orange, Caenorhabditis elegans, gris : Escherichia
coli; bleu foncé : Homo sapiens, bleu clair : Methanobacterium thermoautotrophicum,

Jaune, Methanococcus jannaschii; violet, Synechocystis PCC6803, et rouge,

Saccharomyces cerevisiae

Actuellement plus de 300 ATPases de type
http://www.patbase.kvl.dk/)

P sont connues (voir
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I.2.1.2 Présentation des quelques membres de la famille des ATPases

de type P rencontrés dans les cellules de Mammiferes.

a) Les ATPases Na/K

L'ATPase Na/K a été la premiere ATPase de type P identifiée en 1957 par Jens
SKOU (Skou, 1957). Pour cette identification et ses 40 années de travail sur 'ATPase
Na/K, Jens SKOU a regu le prix Nobel de chimie en 1997 (le Maire, 1997).

Cette ATPase de type IIC, présente uniquement chez les organismes eucaryotes
supérieurs, exporte 3 ions sodium en paralléle a I'import de 2 ions potassium au cours de
son cycle catalytique. Elle est impliquée dans la régulation du volume cellulaire et en
maintenant les concentrations de Na" et de K' de part et d'autre des membranes, est
impliquée, entre autre, dans le potentiel de membrane. De plus, le gradient chimique de
Na* est utilisé par divers transporteurs secondaires pour le transport de solutés ou
nutriments (pour revue sur la biochimie des ATPases Na/K, voir Kaplan, 2002).

La sous- unité a de cette pompe est composée d'environ 1000 acides aminés. Chez
I'Homme, il a été identifié 4 isoformes de cette sous-unité, codées par les génes ATP1A1
a ATP1A4. Des mutations dans lisoforme alpha2 sont associées a la migraine
hémiplégique (Segall et a/, 2005) et des mutations de l'isoforme alpha3 a la dystonie-
parkinsonisme de début rapide (de Carvalho Aguiar et a/, 2004). Outre la sous unité f
déja mentionnée, les ATPase Na/K peuvent tre régulées par des protéines possédant
toute la séquence commune FxYD ( pour revue sur ces protéines, voir par exemple

Geering et al., 2003).
b) Les ATPases H/K

Les ATPases H/K sont des ATPases de type IIC. Tout comme les ATPase Na/K,
elles sont donc composées d'une sous unité o catalytique et d'une sous unité B dont la
fonction reste mal connue. Chez I'humain, 2 génes sont connus coder pour ces ATPases.

Le géne ATP4A code pour I'ATPase H/K dite gastrique qui, en excrétant deux

protons en échange de deux ions potassium, intervient dans l'acidification de la poche
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stomacale (Mgller et al, 1996). Elle a également été identifiée dans les cellules rénales
(Kraut et al,, 2001).

Le gene ATPI2A code pour 'ATPase H/K dite non gastrique. Cette ATPase est
sensible a la ouabdine et il a été suggéré qu'elle transporte parfois un ion Na’,

fonctionnant alors comme pompe Na/K (Grishin et Caplan, 1998).
c) Les ATPases Cu

Deux ATPases Cu sont connues dans les cellules humaines. Ces ATPases de type
IB sont codées par les génes ATP7A et ATP7B. Ces protéines sont respectivement
appelées protéine de Menkes (MNKP) et protéine de Wilson (WNKP), en référence aux
maladies engendrées par des mutations dans chacun de ces genes. Dans certains tissus,
les deux ATPase Cu sont présentes mais dans ce cas le rdle précis de chaque protéine
reste mal compris. La maladie de Menkes est caractérisée par des symptomes
neurologiques, notamment des retards de développement et un retard mental. Cette
maladie est due a un défaut d'assimilation du cuivre alimentaire, qui reste piégé au
niveau des cellules intestinales. La maladie de Wilson est due a une accumulation de
cuivre dans certains tissus, notamment le foie ou le cerveau, ce qui engendre entre
autre une cirrhose du foie et des désordres neurologiques (Portmann et Solioz, 2005 ;

Lutsenko et a/, 2005a; Lutsenko et a/, 2005b).
d) Les ATPases Ca*" :

Actuellement, trois types d'ATPases Ca® ont été identifiées dans les cellules de
mammiféres : les ATPases Ca® du réticulum ou SERCA, les ATPases Ca®" trouvées au
niveau de la membrane plasmique ou PMCAs (Plasma Membrane Ca® ATPases), et les
ATPases Ca® trouvés dans les membranes golgiennes ou SPCA (Secretory Pathway Ca®*
ATPases). Ces trois familles d'ATPases sont toutes multi-géniques.

Les PMCAs sont codées par 4 génes différents et les ARN messagers de plus de
20 isoformes résultant de I'épissage alternatif de ces genes ont été détectés chez
I'humain (Guerini, 1998). Les ATPase de cette famille assurent le pompage du calcium

hors de la cellule et sont régulées par des phosphorylations et la calmoduline (Mgller et
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al, 1996 ; Guerini, 1998). L'invalidation des genes correspondant chez la souris montre
que PMCA2 joue un rdle important dans les phénoménes d'audition et dans I'équilibre.
Des perturbations de ces deux fonctions sont également observées comme conséquence
de mutation de ce géne (Shull, 2000).

Les ATPases SPCA sont codées chez I'humain par les génes ATP2CI et ATP2C
Elles peuvent pomper d la fois les ions Ca®* et les ions Mn®. La levure S. cerevisiae
posséde une protéine homologue, Pmrlp. Une invalidation de ce géne chez la levure
entrdaine de nombreuses perturbations dans les fonctions du Golgi, entre autres des
glycosylations incompletes ou de mauvais adressages. De nombreuses études laissent
supposer que ces pompes jouent également un réle dans la signalisation calcique
cellulaire (pour revue, voir Van Baelen et a/, 2004). Des mutations inactivant au moins
un des alléles du géne ATPZCI provoquent la maladie de Hailey- Hailey, maladie de la
peau caractérisée par des érosions et des Iésions de la peau au niveau des articulations.
Ces symptomes sont dus a une perte d'adhérence des kératinocytes ( pour revue , voir
Missiaen et al., 2004).

La description des SERCAs fait I'objet du paragraphe suivant.

I.2.2 Présentation des différentes isoformes de la famille SERCA

Les protéines de la famille SERCA sont codées par 3 génes différents : ATP2AI,
ATP2A2 et ATP2A3. Comme nous allons le voir ci-dessous, chacun de ces génes peut lui-

méme Etre a l'origine de différents variants d'épissage.

I.2.2.1 Les isoformes SERCAL

La structure primaire de SERCAla a été déterminée en 1985 par clonage de son
ADNCc (MacLennan et al., 1985). Il s'agit d'une protéine de 994 acides aminés et d'une
masse molaire de 110 kDa. Les deux isoformes a et b de 'ATPase SERCA1 ne différent
que par leur extrémité C-terminale. L'isoforme SERCA1b est néonatale alors que
I'isoforme SERCAla est retrouvée chez le sujet adulte (Brandl et a/,, 1986; Brand| et al,

1987). L'expression fonctionnelle des deux protéines dans les cellules COS n'a pas
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permis de révéler des différences fonctionnelles et la raison pour laquelle ces 2
isoformes existent reste obscure (Maruyama et MacLennan, 1988).

Chez l'adulte, I'ATPase SERCAla est trés abondante dans le réticulum
sarcoplasmique puisqu'elle représente 70 a 80 % des protéines membranaires. De ce
fait, on peut la purifier relativement facilement et cela a grandement contribué a
I'¢tude de son fonctionnement. En outre, a ce jour, c'est la seule ATPase de type P pour
laquelle la structure tridimensionnelle a haute résolution est connue. Ses propriétés
fonctionnelles et structurales seront détaillées dans les parties I.2.3 et I.2.4.

Un gene ATP2A1 défectueux peut €tre a l'origine d'une maladie héréditaire, la
maladie de Brody. Les symptomes qui caractérisent cette pathologie sont une altération
de la relaxation musculaire (induite par l'exercice), une rigidité corporelle et des

crampes musculaires durant I'effort (Odermatt ef a/,, 1996).

I.2.2.2 Les isoformes SERCA2

En 1986, Brand| et ses collaborateurs ont montré I'existence d'un deuxieéme géne
codant pour une ATPase Ca® du réticulum (Brandl et a/, 1986). Il est actuellement
connu que le géne ATPZAZ code pour 3 isoformes SERCA2, distinctes par leur partie C-
terminale (cf. Figure I.2-2).

Sda . YLEP/AILE (997 aa)
S2b  YLER/GRECVORPATKSCESFSAC TDGISWPFVLLIMPLVIAWVYSTOTNFSDMPWS (1042 aa)
S2c: YLER/VLSSEL (999 aa)

Figure T.2-2 Comparaison de la séquence C-terminale des 3 protéines SERCA2

humaines (d'aprés Gelebart et a/., 2003).

L'isoforme SERCA2a est principalement exprimée dans les fibres musculaires
cardiaques ol elle représente l'isoforme SERCA majoritaire. Son expression est
également détectée dans d'autres tissus, comme dans les cellules musculaires lisses ou

dans les cellules pancréatiques épithéliales (Gelebart et a/., 2003).

26




INTRODUCTION : LES SERCAs

L'isoforme SERCA2b a été détectée dans toutes les cellules testées a ce jour. La
séquence C-terminale de cette isoforme contient un domaine transmembranaire
additionnel, ce qui fait que l'extrémité C-terminale de SERCA2b se trouve dans le
réticulum. Il a été proposé que la calréticuline interagirait avec ce domaine et par la
méme, modulerait I'activité de SERCA2b (Shull, 2000).

L'ARN messager SERCA2c a été trouvé dans des lignées cellulaires épithéliales,
mésenchymateuses ou hématopoiétiques. L'ARNm et la protéine SERCA2c ont été
détectés dans les monocytes, avec une régulation de leur niveau d'expression au cours
des phases de différenciation (Gelebart et al,, 2003).

Des études d'invalidation du géne codant pour les isoformes SERCA2 chez la
souris ont montré qu'il était impossible d'obtenir des souris homozygotes SERCA2
démontrant que ce gene joue un réle vital, probablement du fait du caractére ubiquitaire
de l'isoforme SERCA2b (Shull, 2000).

Au moins 120 mutations du gene ATP2A2 ont été référencées comme entrainant
une maladie génétique de la peau, la maladie de Darier, caractérisée par une

hyperkératose (Hovnanian, 2004).

I.2.2.3 Les isoformes SERCA3

Un troisiéme géne codant pour I'ATPase Ca*" du réticulum a été découvert chez le
rat en 1989 par Burk et ses collaborateurs (Burk et a/, 1989). L'équipe de Enouf a mis
en évidence l'existence d'une troisieme pompe dans les cellules humaines des 1991 (Papp
et al, 1991; Papp et al, 1992), mais c'est en 1996 que le géne ATPZA3 humain a été
identifié et cloné (Dode et al,, 1996). Depuis, il a été montré qu'il existait chez 'homme
6 variants d'épissage différents (cf. Figure I.2-3). Pour chaque ARNm différent, la
protéine correspondante a pu €tre détectée dans au moins un type cellulaire (Kovacs et
al, 2001; Martin et al, 2002; Bobe et al, 2004). La distribution tissulaire de ces
isoformes varie (cf. Figure I.2-4) et des différences de propriétés biochimiques ont pu

€tre mises en évidence (c¢f. I.2.3.1a) page 35). Toutefois, le rdle physiologique de
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chacune de ces isoformes reste une énigme, d'autant que SERCAZ2b est toujours

exprimée dans les cellules ol les différentes isoformes SERCA3 ont été détectées.

Isoformes SERCA3 chez I’humain
h3a: HMH/EEMSQK (999 aa)

h3b: HMH/[ACLYHGLLRTVSQAWSRQPLTTSWTPDHTGRNEPEVSAGNRVESFPVCTSD (1043 aa)

h3c: HMH/JACLYPIGLLRTVSQAWSRQPLTTSWTPDHTGLASKK (1029 aa)

h3d: HMH/[ACLYHGLLRTVSQAWSRQPLTTSWTPDHTGARDTTASSRCQSCSEREEAGKK (1044 aa)

h3e: HMH/|ACLYAGLLRTVSQAWSRQPLTTSWTPDHTGLASLGQGHSIVSLSELLREGGSREEMSQK (1052 aa)

h3f: HMH/GPGTQHRLAVRAAQRGRKQGRNEPEVSAGNRVESPVCTSD (1033 aa)

Isoformes SERCA3 chez la souris
m3a: HMD/EKKDLK (999 aa)

m3b: HMD/GVYLGTFMQARSRQLPTTSRTPYHTGKKGPEVNPGSRGESPVWPSD (1038 aa)

m3c: HMD/GVYLGTEFMQARSRQALPTTSRTPYHTGLASWKKRT (1026 aa)

Isoformes SERCA3 chez le rat
r3a: HVD/EKKDLK (999 aa)

r3b/c: HVD/GVLETFMQAWCKQPLPGPHTTRGWLPGCHFNGWEQTEEFVFIQERWTVSGLGPEKKARERLGLVSAAS (1061 aa)

Figure I.2-3 Partie C-terminale des différentes isoformes SERCA3 connues chez

I'humain, la souris et le rat (d'aprés Bobe et al., 2004)

Les séguences présentées ici débutent d lacide aminé 991 (H). En dehors des
variations indiguées ci-dessus pour la partie C-terminale, 49 acides aminés, répartis
dans toute la séguence, sont différents entre SERCA3 humain et SERCA3 de rat
(Dode et al., 1996)
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Figure I.2-4 Distribution des ARNm des isoformes SERCA3 dans différents tissus

humains et dans quelques lignées cellulaires (d'aprés Martin et a/., 2002; Bobe et

al., 2004)

A-Expression des variants dép

z

issage SERCA3a-f (h3a-f) dans différents tissus.

B- Bilan des résultats présentés en A. C- Expression des variants dépissage

SERCA3a-f (h3a-f) dans différentes lignées cellulaires. Dans les figures A et C:

Pour comparaison, lexpression de SERCAZb et de la GAPDH (glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase, enzyme ubiguitaire) a également €té analysée. Le

nombre de cycles de PCR utilisés peut varier dune isoforme a /autre mais est

invariant pour une isoforme donnée.
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Comme le suggerent les quelques essais réalisés sur des lignées cellulaires (cf.
Figure I.2-4 C), il est probable qu'au sein d'un méme tissu, la distribution cellulaire des
différentes isoformes SERCA3 soit différente. Si elles sont exprimées dans la méme
cellule, une hypothese serait que la distribution des différentes SERCA3 et de
SERCA2b varie a l'échelle subcellulaire (voir discussion de la partie III.3 du chapitre
« Résultats et Discussions »).

Une différence d'expression des différentes isoformes SERCA3 est également
observée suivant I'état de différenciation cellulaire. Ceci a été montré lors de I'étude

des lignées hématopoiétiques (¢ Figure I.2-5).

@
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MYELOPOIESIS LYMPHOPOIESIS

Myeloid stem cell Lymphoid stem cell

oo CFU-Bas

958 o> |araioonl |8 tmonoond®
il % Eoslnoﬁnll Resting T lymphocyte

B Jur E8
Cycle "umbebrs Macrophage Activated T lymphocyte

AN
P e A
RO & kW O
hﬁ*‘“d*‘%“%‘ﬁ“‘f,, R
= — = — = — —HA S & &g
3o | I 319 WRETE e

b (| 407 w—y gy
hic | | <20 " ocbwadl i
e — — — — — [
e | | 125

GAPDH || 767  GAPDH

Figure I.2-5 Présence des ARNm des isoformes SERCA3 dans différentes cellules de

la lignée hématopoietique (extraits de Martin et al., 2002; Bobe et al., 2004).

A-Schéma rappelant I'hématopoiése. B- Expression des variants d'épissage SERCA3a-f
(h3a-f) dans différentes lignées cellulaires. Pour comparaison, [expression de
SERCAZb et de la GAPDH a également é€té analysée. Le nombre de cycles de PCR
utilisés peut varier dune isoforme d lautre mais est invariant pour une isoforme

donnée.
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Par ailleurs, une étude de Gelebart et a/, 2002 montre qu'au sein de lignées
cellulaires cancéreuses issues d'un méme organe, le colon, I'expression des protéines
SERCA3, toutes isoformes confondues, varie i) suivant le type cellulaire et ii) suivant
I'¢tat de différenciation cellulaire. Dans la méme étude, les auteurs montrent par une
analyse /n situ que SERCA3 est exprimée dans les cellules épithéliales du colon sain mais
n'est pas détectée dans les cellules de carcinomes du colon.

Un autre degré de complexité, non observé pour SERCA1 et SERCAZ2, est
I'existence d'isoforme espéce-spécifique : ainsi, a I'exception de |'isoforme SERCA3a, les
isoformes SERCA3 humaines n‘'ont pas d’homologues chez la souris ou le rat (c7. Figure
I.2-3 page 28).

Les souris pour lesquelles le géne codant pour SERCA3 a été invalidé montrent un
défaut de la relaxation des muscles lisses de la trachée ou de I'endothélium (Liu et al.,
1997; Kao et al, 1999). Dans ces travaux, il est montré que le défaut de relaxation
serait épithélium-dépendant et impliquerait un défaut de signalisation de la voie « NO ».
Ces résultats suggerent que SERCA3 jouerait un réle dans cette voie de signalisation.

Chez 'homme, des mutations au niveau du gene ATP2A3 ont été détectées chez
des patients souffrant de diabete de type II, suggérant que le géne ATP2A3 contribue

a la susceptibilité génétique a développer un diabete de type IT (Varadi et a/, 1999).

Nous venons de voir que parmi les différents tissus, les différentes lignées
cellulaires, les différents stades de différenciation, il existait chez 'homme au moins 6
différentes isoformes SERCA3, ou, si on tient compte des variants des genes ATP2A1
et 2, au moins 11 isoformes SERCA. Une hypothése expliquant I'existence de toutes ces
isoformes SERCA est que les différences d'expression des SERCAs entre tissus
permettraient a chaque type cellulaire d'avoir une régulation du signal calcique qui lui
serait propre. La multiplicité d'isoformes pourrait également constituer un moyen pour
la cellule de réguler finement le signal calcique, femporellement mais aussi spatialement
si on émet I'hypothése que ces différentes isoformes n'aient pas la méme localisation
intracellulaire. Nous allons voir que cette hypothése est renforcée par la différence de

propriétés fonctionnelles observées pour les différentes isoformes.
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I.2.3 Les caractéristiques fonctionnelles des SERCAs

I.2.3.1 Présentation du cycle catalytique.

Fin des années 50, Ebashi met en évidence qu'un facteur influengant la relaxation

musculaire est présent au niveau des vésicules de réticulum de muscle squelettique

(Ebashi, 1958). Début des années 60, Hasselbach et Makinose ont mis en évidence le

by

transport actif de *°Ca® d l'intérieur de vésicules de réticulum sarcoplasmique par une

ATPase de la membrane de ces vésicules (Hasselbach et Makinose, 1961). Le mécanisme

par lequel le Ca** est transporté a depuis fait l'objet de recherches intensives (pour

revue, voir par exemple MaclLennan et al, 1997 ou Maller et a/, 2005). Des 1973, la

connaissance du fonctionnement de |'ATPase localisée dans ces vésicules du réticulum

permettait @ Makinose de proposer un premier schéma pour décrire le transport de Ca*

(cf. Figure I.2-6 A).
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Fiqure I.2-6 Cycle de transport de Ca®** par I'ATPase du réticulum sarcoplasmique

proposé par Makinose, 1973 (A) puis de Meis et Vianna, 1979 (B)

Ce schéma, toujours valable aujourd'hui, montre que 2 ions Ca® sont transportés

vers le lumen du réticulum grdce a I'énergie dégagée par I'hydrolyse d'une molécule

d'ATP . De plus, il rend compte qu'au cours de ce cycle se forme un intermédiaire
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phosporylé et que la fixation de Ca** est un pré-requis pour la phosphorylation par I'ATP
(bien que ceci ait été prouvé plus tard, voir plus loin).

Quelques années plus tard, de Meis et Vianna, 1979 ont proposé une
réactualisation du cycle catalytique proposé par Makinose (cf. Figure I.2-6 B): leur
modele, appelé modéle E1/E2 (initialement E/E*) propose lexistence de deux
conformations de 'ATPase. La conformation El aurait les sites Ca®" ouverts du c6té
cytosolique et pourrait &tre phosphorylée par I'ATP, entrdinant la formation de
I'intermédiaire E1PCa,, qualifié de ADP-sensible car pouvant former une molécule d'ATP a
partir d'ADP. Dans l'autre conformation, les sites Ca® font face au lumen et 'ATPase
peut 2tre phosphorylée par le Pi ce qui conduit a la forme E2P, ADP-insensible. Les
formes El et E2 sont en équilibre et la transition E2- El1 doit précéder ou est
simultanée d la fixation de Ca®* du c6té cytoplasmique. Ce modéle sert toujours de base
d la description du cycle catalytique des SERCAs, méme si maintenant E1 et E2 ne
symbolisent plus chacune une seule conformation mais plutét un ensemble
d'intermédiaires conformationnels caractérisés respectivement par de hautes ou basses
affinités pour le Ca®".

En 1980, Inesi a proposé que la fixation des Ca®" soit séquentielle et que la
fixation du premier Ca® induirait un changement de conformation de I'enzyme
permettant au deuxiéme Ca®* de se fixer avec une meilleure affinité (Inesi et al., 1980).
L'hypothése d'un mécanisme séquentiel pour la fixation du calcium a été renforcée par
des expériences de mesures de dissociations du calcium ; cependant, la coopérativité
observée peut &tre interprétée d'une autre maniere : elle pourrait s'expliquer par un
modele ol les 2 sites sont indépendants et équivalents, mais présents sur une seule des
2 formes E1 ou E2 (Tanford et a/, 1985). Si d'une part les 2 formes E1 et E2 sont en
équilibre et que d'autre part seule la forme E1 est capable de fixer le Ca®, la fixation du
premier Ca®* sur El va permettre d'augmenter le rapport E1/E2 et par conséquent
d'augmenter I'affinité apparente avec laquelle le deuxiéme Ca* se fixe a I'enzyme. Par
ailleurs, il a été mis en évidence que la dissociation d'un des 2 Ca* est suffisante pour

que I'ATPase-Ca*" perde sa réactivité vis-a-vis de I'ATP. La fixation des 2 Ca®" est donc
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nécessaire a la formation de l'intermédiaire phosphorylé E1PCa, (Petithory et Jencks,
1988).

L'hydrolyse de I'ATP conduit a la formation d'un intermédiaire phosphorylé
E1PCa;, dit de « haute énergie ». Cet intermédiaire est ainsi qualifié car il est possible
de reformer une molécule d'ATP a partir de cet intermédiaire phosphorylé et d'ADP. La
phosphorylation induit l'occlusion des 2 ions Ca* fixés: les Ca® ne sont plus
échangeables, ni du cdté cytosolique, ni du c6té luminal du réticulum sarcoplasmique. Cet
état occlus a été suggéré dés 1980, quand il a été observé que la dissociation du Ca*" &
partir de I'enzyme phosphorylée était bloquée (Dupont, 1980). Alors qu'en présence de
MgATP, la durée pendant laquelle les Ca** sont occlus est bréve, le complexe CrATP
(entre I'ATP et le chrome (III)) ou AIF4 -ADP peut étre utilisé comme analogue du
substrat pour stabiliser I'état occlus pendant plusieurs heures (Serpersu et al., 1982,
Troullier et al, 1992). Cette occlusion est suivie d'une transition E1IPCa,~> E2P au cours
de laquelle les sites de haute affinité disparaissent pour laisser place a des sites de
moindre affinité qui s'ouvrent vers le lumen du SR, permettant la dissociation du Ca®. La
dissociation séquentielle des Ca** dans le lumen du SR a été proposée par 6. Inesi (Inesi,
1987).

Aprés la dissociation luminale du Ca®, le dérivé phosphorylé est converti en une
forme E2P a partir de laquelle il est impossible de reformer de I'ATP. Cette forme, dite
« ADP-insensible », réagit avec l'eau, ce qui conduit a I'hydrolyse de la liaison
acylphosphate (E2P> E2). La phosphorylation par le Pi, correspondant a la transition
inverse E2-> E2P, a été décrite en 1973 (Masuda et de Meis, 1973). Cette réaction
requiert la présence de Mg* et |'absence de Ca®".

L'existence d'un couplage entre le transport actif de Ca®* a l'intérieur du SR et
I'expulsion de H" dans le cytoplasme, au méme titre que le couplage existant entre
I'expulsion de 3 Na" et I'import de 2 K* pour 'ATPase Na/K, a été difficile @ mettre en
évidence, principalement en raison du fait que les vésicules de SR isolées sont
relativement perméables aux protons. La preuve directe du contre-transport de H" a été
apportée aprés reconstitution de 'ATPase Ca®* dans des liposomes dont la perméabilité

passive aux ions H" est faible (Cornelius et Maller, 1991).
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Toutes ces données fonctionnelles permettent de proposer un schéma de cycle

catalytique plus détaillé, mais non dénué d' incertitude (c7. Figure I.2-7).

El[H],fA—’ E1[Ca] S*’El[Cab A—) E1[Ca],P

A

? s K,
7/ ADP

Mg, Pi
VK g, P1 A

E2[H]; E2P[H], E2P E2[Ca]P E2[Ca],P
Y ey
H,0 H,

Ca2t Ca?t

Figure I.2-7 Cycle catalytique détaillant le transport de Ca?* par SERCA.

Ce cycle nest pas dénuée de toute incertitude. Le point dinterrogation fait
notamment référence a une hypothése selon laguelle le changement de conformation

E2-E1 serait concomitant d la liaison du calcium (Meller et al., 2005).

a) Différences fonctionnelles entre les différentes isoformes

SERCAs.

Le cycle catalytique décrit sur la Figure I.2-7 s'applique pour toutes les
isoformes SERCAs. Par ailleurs, les protéines de cette famille partagent la
caractéristique d'étre inhibée irréversiblement par la thapsigargine (Lytton et a/., 1991).
Toutefois, chaque sous-famille d'isoformes, si ce n'est chaque variant d'épissage, se
distingue par des propriétés biochimiques particulieres. Ces différences fonctionnelles
peuvent €tre intrinséques a l'isozyme en elle-méme. Par ailleurs différents régulateurs
de l'activité des SERCAs ajoutent un degré de complexité dans les différences de

propriétés entre les différentes isoformes.
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b) Des propriétés intrinséques différentes suivant les isoformes.

L'expression hétérologue des différentes isoformes dans des cellules de
mammiferes, type COS ou HEK (voir I.3.1.5 page 60) a permis un certain nombre de
comparaisons fonctionnelles.

Lytton et ses collaborateurs ont comparé dans une méme étude les trois
isoformes apreés leur surexpression dans les cellules COS (Lytton et a/, 1992). Leurs
travaux montrent que i) SERCA2b a un «turnover » moins élevé que les autres
isoformes étudiées, donc un cycle catalytique plus lent (cf. Figure I.2-8B), ii) I'affinité
pour le calcium de SERCA3a de rat est réduite par rapport a SERCA1 ou SERCA2 mais
pas l'affinité pour I'ATP (c7. Figure I.2-8C et D) iii) le pH optimal pour SERCA3a de rat
est plus basique que celui des autres isoformes étudiées (cf. Figure I.2-8E)

En 2002, Dode et ses collaborateurs ont montré que les différences observées
par Lytton et ses collaborateurs se retrouvaient pour les isoformes SERCA3a, b et ¢
humaines apres leur surexpression dans des cellules de mammiféeres (Dode et a/,, 2002).
Des expériences complémentaires leur ont permis, en outre, de préciser que,
comparativement a SERCAlq, les étapes de déphosphorylation de l'intermédiaire E2P et
de la dissociation du Ca* & partir de E1Ca; étaient plus rapides, alors que la transition
E2- ElCa; était plus lente. Les auteurs suggérent également que les isoformes SERCA3
seraient moins inhibées par la concentration calcique luminale que SERCA1 au profit
d'une augmentation d'affinité des sites protons.

Les différences entre les isoformes SERCA3 semblent plus subtiles. D'apres
Dode et ses collaborateurs, il y aurait une corrélation entre la longueur de la queue C-
terminale et la rapidité de I'étape de déphosphorylation, donc I'accumulation possible de
Ca® dans le réticulum. Les expériences réalisées par Martin et al. (2002) et Bobe et al.
(2004) montrent effectivement des variations de propriétés entre les isoformes
SERCA3 humaines mais ne rejoignent pas Dode et ses collaborateurs dans leurs

conclusions quant aux relations struture /fonctions.
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Figure I.2-8 : Comparaison fonctionnelle des isoformes SERCAla, SERCA2a et

SERCA2b de lapin et SERCA3a de rat aprés expression hétérologue dans des cellules

COS (extrait de Lytton et al., 1992).

lapin et de muscle cardiague de chien.

A-Formation d'intermédiaire phosphorylé a partir de 5ug de microsomes préparés d
partir de cellules COS exprimant lisoforme SERCA indigué B- Turnover des différentes
enzymes, normalisé daprés les résultats obtenus en A. C-Dépendance en Ca* pour
lactivité de transport de calcium. D-Dépendance en ATP de la formation de
lintermédiaire E1P E-Dépendance par rapport au pH du transport de Cd’*. FSR et CSR :

réticulum sarcoplasmique respectivement de fibres rapides du muscle squelettigue de

c) Différences dans la modulation de I'activité par des facteurs

extrinseques.
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Il est connu que deux protéines a 1 segment transmembranaire régulent des
protéines SERCA: le phospholamban et la sarcolipine. Le phospholamban hon
phosphorylé est capable de modifier le cycle catalytique de SERCA1 et SERCAZ en se
liant réversiblement a ces deux isoformes. Une des séquences impliquées dans cette
interaction avec le phospholamban est absente chez les isoformes SERCA3. L'absence
d'expression de phospholamban dans les fibres rapides du muscle squelettique exclut
toute interaction avec l'isoforme SERCA1 dans des conditions physiologiques. Par contre,
son abondance dans les cellules du muscle cardiaque Iui permettent de jouer le rdle de
modulateur de SERCA2a et par conséquent, indirectement, de la contraction dans le
muscle cardiaque (Wuytack et al/, 2002). La sarcolipine (SLN) a une extrémité C-
terminale plus courte que le phospholamban mais la séquence en acides aminés du
domaine transmembranaire est bien conservée entre les deux peptides, suggérant un
role important de ces résidus dans l'interaction avec les SERCAs. La SLN est fortement
exprimée dans les fibres rapides du muscle squelettique, fibres au sein desquelles
I'ATPase SERCAla est elle aussi fortement exprimée. La SLN est également exprimée
dans le muscle cardiaque et les fibres lentes du muscle squelettique bien qu'd un niveau
beaucoup faible que dans le muscle squelettique rapide (pour revue voir MacLennan et

al., 2003)

Les isoformes SERCA2 peuvent &tre phosphorylées par la calmoduline kinase au
niveau de leur résidu sérine 38. Certaines équipes ont montré que cette phosphorylation
augmente la vitesse de transport du calcium. Les isoformes SERCA1 et SERCA3 ne
possedent pas cette sérine 38 (East, 2000).

Les protéines SERCAs peuvent également etre différentiellement régulées par le
stress oxydant. Différentes études ont notamment montré que les isoformes pouvaient
etre différemment modulées par le NO. L'équipe de Grover a démontré en 2003 que
I'isoforme SERCA3a était moins inhibée que I'isoforme SERCA2b par le péroxynitrite,
agent donneur de NO (cf. Figure I.2-9A)(Grover et al, 2003). Ces résultats sont a
relier aux travaux publiés par la méme équipe quelques mois plus tard (cf. Figure

I.2-9B). Les auteurs montrent que le transport de Ca®* dans les microsomes de cellules
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endothéliales des artéres coronariennes de porc (ou SERCA3 est abondante) était moins
inhibé que dans les microsomes des cellules des muscles lisses des mémes artéres (dans

lesquelles SERCAZb est l'isoforme majoritaire) (Schmidt et a/, 2004).

Ca®" uptake (% control)

SERCA2b

o 10 200 30 40 50 o
[Peroxynitrite] (uM) | Peroxynitrite| (M)

Figure I.2-9 Effets de concentrations croissantes de péroxynitrite sur le transport

de Ca*

A-Dans des microsomes préparés a partir de cellules HEK surexprimant SERCAZb ou
SERCA3a (extrait de Grover et al., 2003) ou B- Dans des microsomes préparés d
partir des cellules endothéliales (PCEC) ou de muscles lisses (SMC) des artéres

coronariennes de porc (extrait de Schmidt et al., 2004).
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Figure I.2-10 Organisation structurale de SERCA déduite des analyses biochimiques

ou de la cryomicroscopie électronique

A-Modeéle topologique de SERCAla (daprés Maclennan et al., 1992). B-Modéle de
structure tertiaire de SERCAla (daprés Green et Stokes, 1992).C- Modéle
structural (84) et topologique (daprés Zhang et al., 1998).
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I.2.4 Les caractéristiques structurales des SERCAs et les relations

structure/fonction.

I.2.4.1 Caractéristiques structurales générales

Avant la publication de la premiére structure a haute résolution de SERCAla par
Toyoshima et a/. en 2000, des connaissances sur la structure avaient été acquises a la
fois par des études théoriques, comme l'analyse des profils hydropathiques par exemple,
ou par des approches expérimentales, comme l'utilisation de la protéolyse ménagée ou
d'anticorps spécifiques d'une séquence peptidique (cf. le Maire et al., 1990 ou Danko et
al.,, 2001, pour revue, voir Maller et al., 1996). Toutes ces études ont permis de proposer
le modele présenté Figure I.2-10.

Par ailleurs, des travaux sur la cristallisation de I'ATPase ont débuté dés 1983
(Buhle et al, 1983) . La reconstruction de la structure tridimensionnelle a partir de
cristaux bidimensionnels a permis a Zhang et ses collaborateurs d'obtenir une résolution
de 8 A (Zhang et al, 1998). La structure & basse résolution ainsi que le modéle

topologique proposé sont présentés Figure I.2-10.

En 2000, I'équipe de Toyoshima publiait la structure haute résolution (2,6 A) de
I'ATPase SERCAla (Toyoshima et al, 2000). Sur cette structure, quatre domaines se
distinguent : un domaine trasmembranaire et trois domaines cytoplasmiques. Deux de
ces domaines cytoplasmiques, le domaine A (pour « actuator domain ») et le domaine P
(« phosphorylation domain ») sont connectés au domaine tfransmembranaire. Le troisieme

domaine, le domaine N (« nucleotide domain ») est relié au domaine P (cf. Figure I.2-11).
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membrane

lumiére du
réticulum

lumiére du
réticulum

Figure I.2-11 Structure tertiaire de SERCAla (d'aprés Toyoshima et al/., 2000 et
MaclLennan et Green, 2000)

A : Structure d 2.6 A proposé par Toyoshima et al en 2000 B : Vue d'ensemble de la
structure tridimensionnelle (Maclennan et Green, 2000) N « nucleotide binding
domain » : domaine de liaison du nucléotide - A « actuator domain» :, domaine de

transduction- P « phosphorylation domain » : domaine de phosphorylation.

Le domaine A est constitué des acides aminés N-terminaux et de la boucle
cytoplasmique reliant les hélices M2 et M3. Il contient le site TGES hautement
conservé parmi les ATPases de type P. Le domaine A est relié aux domaines
transmembranaires par de longues séquences sans structure définie, suggérant une
flexibilité importante de ce domaine. Ce fait sera confirmé par la position treés
différente de ce domaine dans les différentes conformations obtenues par la suite (voir
paragraphe I.2.4.2b)).

Le domaine P est construit de deux parties, séparées par un large insert
composant le domaine N. La partie N-terminale du domaine P est reliée a I'hélice M4 et

contient l'asparate 351, résidu transitoirement phosphorylé au cours du cycle
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catalytique et qui est conservé chez toutes les ATPases de type P. La partie C-terminale
du domaine P est relié a I'hélice M5.

Comme son hom le suggere, le domaine N renferme le site de liaison du
nucléotide, c'est-a-dire le site ou va se fixer I'ATP. Il est constitué des acides aminés
360 a 604 qui forment une excroissance a partir du domaine P. Il renferme la séquence
Lys397-Asp-Asp-Lys-Pro-Val, site d'interaction avec le phospholamban (absente de
SERCA3, ¢£. 1.2.3.10))

Le domaine transmembranaire comprend 10 hélices o dont la longueur et
I'inclinaison par rapport au plan de la membrane varient. Les hélices M2 et M5 sont trés
longues (50 & 60 A) et dun seul tenant, par opposition & M4, M6 et MI10 qui sont
interrompues au centre de la membrane. Notons que cette interruption de Mé a été
démontrée par une étude RMN sur le segment isolé en détergent avant que la structure
de I'ATPase ne soit publiée, l'interruption de M4 étant prédite (Soulie et al, 1999).
L'hélice M5, qui va de la face luminale au centre du domaine P, appardit comme un
¢lément structural déterminant pour le fonctionnement de I'enzyme puisqu'elle connecte
le domaine transmembranaire aux domaines cytoplasmiques et aux domaines de la
lumiere du réticulum. En 2003,des études ont montré que ce segment isolé, étudié en
RMN, présentait une région flexible, proche des sites de fixation de liaison du calcium
de cette hélice (Asn768 et Glu771,cf. paragraphe I.2.4.2a)) (Nielsen et a/., 2003).

En paralléle a ces études structurales et aux études fonctionnelles évoquées dans
la partie I.2.3, de nombreuses études ont été menées pour comprendre les relations

structure/fonction.
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I.2.4.2 Les relations structure/fonction

a) Apport des études fonctionnelles de mutants, exemple de

I'étude des sites de fixation du calcium.

Des que la structure primaire de SERCA1 a été connue, I'étude de mutants a
débuté grace a leur expression dans différents systémes hétérologues (voir section
suivante), a commencer par des expressions dans les cellules COS (Maruyama et
MacLennan, 1988). En 1995, Andersen a publié une revue signalant les 250 mutations
testées et pointant 40-50 résidus importants pour la fonction de I'ATPase (Andersen,
1995, pour revue plus récente, voir également Wuytack et a/., 2002). Toutes ces études
ont permis de mettre en relation des résidus et des régions topologiques avec une
fonction (c7. Figure I.2-12). Notons que tous les résidus critiques sont conservés chez

toutes les isoformes SERCA (Poch et al, 1998).

Figure I.2-12 Résidus critiques pour le fonctionnement de SERCA1 (extrait de

Wuytack et al., 2002 (voir ci-contre)

Les résidus dont les mutations résultent d des dysfonctionnements de la pompe sont signalés
par un symbole particulier (autre quun cercle). La relation entre type deffet et le symbole
utilisé est indiguée dans l'encart. Les chiffres indigués dans les cadres font références aux

différents articles traitant de ces mutations (1.Daiho T et al. J Biol Chem 1999; 274: 23910; 2. Andersen JP,
Vilsen B. Acta Physiol Scand 1992; 146: 151; 3. Vilsen B, Andersen JP. J Biol Chem 1992; 267: 25739; 4. Serensen TL et al.
J Biol Chem 2000; 275: 5400; 5. Ma H et al. Biochemistry 1999; 38: 15522; 6. Andersen JP et al. J Biol Chem 2001; 276:
23312; 7. Vilsen B et al. J Biol Chem 1989; 264: 21024; 8. Clarke DM et al. J Biol Chem 1990; 265: 6262; 9. Clarke DM et al.
Nature 1989; 339: 476; 10. Vilsen B et al. J Biol Chem 1991; 266: 18839; 11. Andersen JP, Vilsen B. J Biol Chem 1992; 267:
19383; 12. Andersen JP et al. J Biol Chem 1992; 267: 2767; 13. Vilsen B, Andersen JP. FEBS Lett 1992; 306: 247; 14. Clarke
DM et al. J Biol Chem 1993; 268: 18359; 15. Chen L et al. J Biol Chem 1996; 271: 10745; 16. Rice WJ, MacLennan DH. J Biol
Chem 1996; 271: 31412; 17. Strock C et al. J Biol Chem 1998; 273: 15104; 18. Vilsen B, Andersen JP. Biochemistry 1998;
37: 10961; 19. Zhang Z et al. Biochemistry 2000; 39: 8758; 20. Menguy T et al. J Biol Chem 2002; 277: 13016; 21. Zhang Z et
al. FEBS Lett 1993; 335: 261; 22. Zhang Z et al. J Biol Chem 1995; 270: 16283; 23. Maruyama K, MacLennan DH. Proc Natl
Acad Sci USA 1988; 85: 3314; 24. Maruyama K et al. J Biol Chem 1989; 264: 13038; 25. MclIntosh DB et al. J Biol Chem
1999; 274: 25227; 26. Clausen JD et al. J Biol Chem 2001; 276: 35741; 27. Mcintosh DB et al. J Biol Chem 1996; 271: 25778;
28. Hua S et al. Biochemistry 2002; 41: 2264; 29. Clarke DM et al. J Biol Chem 1990; 265: 22223; 30. Vilsen B et al. J Biol
Chem 1991; 266: 16157; 31. Vilsen B et al. Acta Physiol Scand 1992; 146: 279; 32. Sgrensen TL et al. J Biol Chem 2000;
275: 28954; 33. Andersen JP, Segrensen T. Biochim Biophys Acta 1996; 1275: 118; 34. Andersen JP et al. Ann NY Acad Sci
1997; 834: 333; 35. Segrensen T et al. J Biol Chem 1997; 272: 30244; 36. Andersen JP. J Biol Chem 1995; 270: 908; 37.
Adams P et al. Biochem J 1998; 335: 131; 38. Andersen JP. FEBS Lett 1994; 354: 93; 39. Andersen JP, Vilsen B. J Biol
Chem 1994; 269: 15931; 40. Falson P et al. J Biol Chem 1997; 272: 17258; 41. Menguy T et al. J Biol Chem 1998; 273:

20134; 42. Zhang Z et al. J Biol Chem 2001; 276: 15232.) (d'aprés Wuytack et al., 2002).
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Six résidus importants pour la fixation de calcium ont été identifiés par
mutagénese dirigée des 1989 (Clarke et al., 1989). Cette proposition était basée sur le
fait que la mutation de chacun de ces résidus abolissait le transport de Ca®, la
phosphorylation de I'enzyme par I'ATP et qu'il n'était plus possible d'inhiber Ila
phosphorylation de I'ATPase par le Pi en présence de Ca*". Ces résidus sont situés sur 4
régions transmembranaires, a I'époque hypothétiques, différentes (E309 sur M4 ; E771
sur M5; N796,T799,D800 sur M6 ; E908 sur M8). L'hypothese était que les
groupements carboxylate (pour les résidus glutamate), carboxyamide (pour les résidus
asparagine) ou hydroxyle (pour le résidu thréonine) de ces composés interviendraient
comme ligands pour former des sites de liaisons de haute affinité. Un postulat de cette
hypothése était que les hélices M4, M5, M6 et M8 s'organisent pour rapprocher
spatialement ces résidus.

Des études ultérieures ont permis d'affiner les caractéristiques de chacun des 6
mutants cités : ainsi, il a été montré que pour les mutants E309Q et N796A, l'inhibition
par le Ca® de la phosphorylation par le Pi est observée pour des concentrations de Ca®*
peu différentes (Cai. égal a environ 10 pM) a celles nécessaires pour inhiber la
phosphorylation de l'enzyme sauvage (Caiz égal a environ 1 pM). De plus, il était
impossible de former le dérivé phosphorylé a partir de I'ATP pour ces mutants
(Andersen et Vilsen, 1992; Andersen et Vilsen, 1994). Ces résultats ont permis aux
auteurs de suggérer que les chdines latérales de ces deux résidus seraient impliquées
dans la formation du site de fixation du deuxieme calcium, autorisant donc la fixation
d'un premier calcium a des concentrations proches de celles autorisant la fixation de
calcium pour I'enzyme sauvage. D'un autre coté, les mutants E771Q, T799A, et E908A
peuvent &tre phosphorylés par I'ATP & de fortes concentrations de Ca®* (supérieures au
millimolaire) et leur phosphorylation par le Pi est inhibée pour des concentrations de
Ca® supérieures au millimolaire (Andersen et Vilsen, 1992; Andersen et Vilsen, 1994).
Andersen et Vilsen ont proposé que ces résidus seraient impliqués dans la formation du
site de liaison du premier calcium. Enfin, le mutant D80ON ne ressemble a aucun autre
puisque la concentration de Ca® nécessaire pour la phosphorylation par I'ATP est

supérieure a 10 mM alors que 0,5 mM de Ca® suffisent d inhiber la phosphorylation par
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le Pi. Les caractéristiques intermédiaires du mutant D800A suggéraient que le résidu
Asp800 pourrait contribuer a la fixation de Ca®* au hiveau des deux sites (Andersen et
Vilsen, 1992; Andersen et Vilsen, 1994).

Les travaux de Maclennan et Coll puis de Andersen et Vilsen ont été confirmés
de fagon remarquable par la structure de I'ATPase a haute résolution (cf. Figure I.2-13).
Parmi les autres acides aminés impliqués dans la fixation du Ca®* dans la structure ElCa;
(Toyoshima et al, 2000), les résidus Val304, Ala305 et Ile307 ne pouvaient &tre
détectés par mutagenése dirigée puisqu'ils n'interviennent pas par leur chaine latérale.
Au total, seul le résidu Asn768 n'avait pas été identifié au préalable par mutagenése

dirigée, comme un des sites importants de liaison du Ca®" .

Figure I.2-13 Organisation spatiales des sites calcium

A-Détail de la région transmembranaire au niveau des sites de fixation de calcium
dans la structure I1EUL, observée par la face cytoplasmigue (@ gauche) ou
parallélement a la membrane (a droite) (Toyoshima et al., 2000) B- Représentation
schématigue des acides aminés et des hélices transmembranaires participant a
lorganisation des sites Ca&* (Zhang et al, 2000). Les hélices M4 et M6 sont
respectivement interrompues au niveau des résidus Glu309 et Asp800. Les atomes
doxygéne sont représentés par des cercles rouges et les atomes dazote par des
cercles bleus. Le groupement alkyle de /acide aminé Thr799 est représenté par un
cercle orange. Les sphéres bleues correspondent aux atomes de Cd’'. Les hélices

transmembranaires sont vues de la face cytoplasmigue.
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E1Ca, E1Ca, AMPPCP E1Ca,-AIF, -ADP

E2-TG-MgF > E2-TG-AIF,

Figure I.2-14 Présentation des modéles structuraux obtenus pour différents états

conformationnels de SERCAla (d'aprés un schéma de Martin Picard, communication
personnelle)

Ces différents modéles ont éEté obtenues en utilisant des conditions de

cristallisation différentes. Les structure E1 ont été obtenues en présence de Ca’ et
les structures E2 en présence dun inhibiteur, la thapsigargine (TG). L' AMP-PCP est
un analogue non hydrolysable de I'ATP. L'AIFs et le MgF4s sont des analogues du
phosphate inorganigue. Les différents modéles sont extraits de Toyoshima et al,
2000; Toyoshima et Nomura, 2002; Olesen et al., 2004, Serensen et al, 2004
Toyoshima et Mizutani, 2004 Toyoshima et al., 2004
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b) Apport des différentes structures tridimensionnelles

L'utilisation des conditions de cristallisation différentes, dinhibiteurs ou
d'analogues de substrat a permis au groupe de Toyoshima et au groupe de Poul Nissen
d'obtenir des cristaux et des informations structurales sur dautres états
conformationnels de SERCA1la de lapin.

En 2002, Toyoshima a publié un modéle structural obtenu a partir de cristaux
formés en présence de thapsigargine (TG), inhibiteur maintenant I'enzyme dans un état
conformationnel E2 (structure E2-TG sur la Figure I.2-14, Toyoshima et Nomura, 2002).
En 2004, I'équipe de Poul Nissen a publié la structure a moins de 3 A de I'ATPase i) en
présence de Ca® et d' d AMP-PCP, analogue non hydrolysable de I'ATP (structure E1Ca,-
AMPPCP sur la Figure I.2-14, supposée mimer |'étape de transition correspondant a la
fixation de I'ATP ii), en présence de Ca*, d'ADP et d'AlIF,, analogue du phosphate ADP,
(structure ElCaz-AlF,~ ADP, supposée mimer |'étape de transition d'hydrolyse de I'ATP)
iii) en absence de Ca* et en présence d'AlFs-thapsigargine (structure E2-TG-AlIF4
supposée mimée I'état de transition E2P) (Olesen et al, 2004; Serensen et al., 2004).
Parallelement I'équipe de Toyoshima publiait également la structure de I'ATPase en
présence de Ca®" et d AMP-PCP ou d'AIF,-ADP puis en en absence de Ca* et en présence
de MgFs* -thapsigargine (structure E2-TG-MgF4* décrite comme mimant également
I'¢tape de transition supposée mimée I'état de transition E2P) (Toyoshima et Mizutani,
2004; Toyoshima et al, 2004). Les 6 différentes structures qui résultent de tous ces
travaux, y compris la premiere structure de 2000, sont présentées sur la Figure I.2-14.
Les modeles présentés sur cette figure ne sont pas tous alignés et mais sont présentés
dans le méme code couleur. Il est possible de se rendre compte que les domaines
cytoplasmiques effectuent de larges mouvements au cours du cycle catalytique. Le but
de cette partie n'est pas de référencer les nombreux changements conformationnels
ayant lieu, ceux-ci étant décrits par les auteurs eux-mémes, mais plutdt de mettre en
avant comment ces structures peuvent apporter des réponses a des questions posées

par I'étude fonctionnelle.
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L'une de ces questions concerne l'occlusion des 2 Ca® aprés phosphorylation de
'enzyme. Comme signalé plus haut, ce phénomene a été mis en évidence
expérimentalement dés 1980 (Dupont, 1980) et peut €tre stabilisé par AlF4 (Troullier
et al., 1992). La structure obtenue en présence de cet inhibiteur apporte des éléments
de réponse quant au mécanisme permettant l'occlusion. En effet, la Figure I.2-15 montre
que dans la conformation El1Ca,-AlF4-ADP, supposée mimer |'étape de transition
d'hydrolyse de I'ATP, le domaine M1 est séparé en deux hélices. L'inclinaison de I'hélice
la plus cytoplasmique vient former un « chapeau » au-dessus des deux ions calcium. Ceci
contribue trés probablement a empécher leur dissociation du c6té cytoplasmique, et

donc a former I'état occlus.

Figure I.2-15 Changement conformationnel entre la forme El1Ca, et la forme

ElCa,-AlIF; -ADP( extrait de Serensen et al., 2004)

A gauche, structure EICa;, d droite, structure EI1Ca,-AlIF;-ADP. Les deux structures
ont été alignées sur les domaines transmembranaires M7-MI0. Les ions Cd* sont en

furquoise.

L'analyse détaillée des six structures a fourni d'autres éléments de réponse ou

parfois de simples pistes permettant de formuler de nouvelles hypotheses. La
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comparaison des structures E2-TG et E2-TG-AIF, laisse notamment penser que
I'enzyme passe par un état ou les protons, ions contre-transportés, sont occlus (Olesen
et al, 2004). Par ailleurs, I'analyse de l'orientation des chdines latérales des acides
aminés impliqués dans les sites de fixation du calcium, donnent des éléments de réponse,
permettant d'expliquer que certaines conformations présentent une haute affinité et
d'autres une basse affinité. En effet, dans les formes E2, ces chdihes ne sont pas dans
I'alighement supposé favorable observé dans les formes E1Ca, (pour plus d'informations
sur la compréhension des relations structure/fonction qu'ont apporté les structures

tridimensionnelles publiées, se référer a la revue de Maller et al, 2005).

L'apport indéniable de ces modéles structuraux ne doit pas faire oublier les
artefacts existants, d'une part du fait des conditions de cristallisation, d'autre part, du
fait de l'utilisation des inhibiteurs ou des analogues. Cette réserve est illustrée par la
structure obtenue en présence de Ca* et d’AMP-PCP. L'AMP-PCP est un analogue non
hydrolysable de I'ATP. Il est donc supposé que la structure obtenue en présence d'AMP-
PCP est un modéle de |'état de transition ot les deux calciums sont fixés et ot 'ATP est
présent au niveau du site de fixation du nucléotide. Il s'avére que cette structure ne
différe pas de celle obtenue en présence d'AlF, + ADP, supposée étre un modele de
I'étape de transition de l'hydrolyse de I'ATP (Serensen et al, 2004). Dans cette
structure les deux Ca®* semblent occlus (c7. Figure I.2-15). Or les études fonctionnelles
réalisées par les mémes auteurs montrent qu'en présence d AMP-PCP les ions Ca** ne
sont pas occlus, contrairement aux expériences réalisées en présence d'AlF,. Des
expériences biochimiques complémentaires indiquent que, contrairement a la forme
ElCa,-AIF4~ ADP, la structure en présence d AMP-PCP serait fluctuante. Les conditions
de cristallisation auraient donc figé la forme AMP-PCP dans une conformation donnée.
Picard et a/. appuient cette hypothése en montrant que les conditions de cristallisation,
notamment la forte concentration en Ca® de la préparation protéique utilisée,
stabiliserait en effet la conformation dans laquelle les ions Ca®* sont occlus (Picard et
al, 2005). Ces observations illustrent parfaitement le danger qu'il peut y avoir a

interpréter des structures sans les données fonctionnelles associées.
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Nous venons de voir comment les nombreuses données fonctionnelles accumulées
depuis plus de frente ans sont complétées par les données structurales, enrichies
récemment par les modeles de structures tridimensionnelles de différents états de
transition du cycle catalytique.

Pour compléter les connaissances acquises sur les relations structure/fonction, il
serait intéressant de connditre la structure d'autres états de transition. Il reste en
effet plusieurs zones d'incertitudes dans la description du fonctionnement des SERCAs
(Mgller et al., 2005). L'utilisation d'autres analogues est envisageable, mais il serait trés
intéressant de pouvoir analyser la structure de mutants. Cependant, I'obtention de
cristaux nécessite des préparations protéiques pures, homogénes et concentrées et ces
caractéristiques sont difficiles a obtenir pour des protéines membranaires, en
particulier aprés leur expression dans un systeme hétérologue. Or, ce passage est
obligatoire pour I'étude de mutants de SERCAla, et plus généralement pour I'étude de
protéines membranaires mammaliennes plus faiblement exprimées de maniére endogene.

La partie suivante expose les différentes stratégies utilisées pour I'expression et

la purification de protéines membranaires mammaliennes.
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I.3 Expression et purification de protéines membranaires d'Eucaryotes

supérieurs

Les protéines membranaires représentent 20 a 30% de la totalité des phases
ouvertes de lectures des génomes séquencés (Wallin et Vonheijne, 1998). Elles sont
impliquées dans de nombreuses fonctions basales de toutes cellules, notamment par leur
importance dans les phénomenes de transduction du signal et de production d'énergie.
De ce fait, elles sont les cibles privilégiées de nombreuses drogues. Au-delda de I'apport
fondamental pour la compréhension du fonctionnement d'une cellule, la connaissance de
la fonction et de la structure de nombreuses protéines membranaires serait un véritable
atout pour la production de nouvelles drogues.

Le nombre de protéines membranaires dont la structure a I'échelle atomique est
connue est limité: Sur environ 25 000 structures publiées (cf.

http://www.rcsb.org/pdb/holdings.html), 96 correspondent a des structures de

protéines membranaires différentes (différence entre especes incluses; valeur

indiquée par http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html, derniére mise

a jour le 7 septembre 2005, voir également http://www.mpibp-frankfurt.mpg.de/

michel/public/memprotstruct.html). Parmi ces protéines membranaires, seules 18

appartiennent a des organismes eucaryotes pluricellulaires. A I'exception du canal
potassique de rat (Long et al/, 2005), ces protéines sont toutes naturellement
abondantes dans |'organisme hote (par exemple : SERCAla de lapin dans la membrane du
réticulum sarcoplasmique des fibres du muscle squelettique (Toyoshima et a/, 2000;
Serensen et al, 2004),  ADP/ATP translocase dans les mitochondries de coeur de beeuf
(Pebay-Peyroula et al, 2003). Pour la premiére fois en aolit 2005, il a été montré qu'il
était possible d'obtenir la structure de protéines d'organismes eucaryotes
pluricellulaires apres expression hétérologue : I'équipe de Long a publié la structure
jusqu'alors inconnue d'un canal potassique de rat aprés son expression hétérologue chez
la levure (Long et a/, 2005) et il sera présenté dans cette thése le travail ayant permis
I'obtention de la structure de SERCAla de lapin aprés son expression hétérologue dans

la levure (Jidenko et al, 2005). Les 78 autres protéines membranaires, appartenant a
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des organismes unicellulaires sont soit naturellement abondantes dans I'organisme héte
(par exemple SERCA (cf. partie précédente) ou 'ADP/ATP translocase (Pebay-Peyroula
et al., 2003), soit surexprimée dans l'organisme hdte, soit surexprimée chez un autre
organisme unicellulaire, en général E. coli (par exemple : MsbA, un transporteur ABC
surexprimé dans son organisme d'origine, £. co/i (Chang et Roth, 2001), le cytochrome
bé6f isolé des thylakoides d'une souche modifée de son organisme hdte, Chlamydomonas
reinhardt (Stroebel et al., 2003), ou encore un canal potassique voltage-dépendant d'une
archéobactérie surexprimé chez £. coli (Jiang et al, 2003). Le faible pourcentage de
protéines membranaires dont la structure est connue, et plus encore, parmi celles ci, le
faible pourcentage de structures correspondant d des protéines d'Eucaryotes
supérieurs (> 19%) reflétent un probléme sous-jacent : la difficulté de surexprimer puis
de purifier les protéines membranaires, en particulier d'organisme pluricellulaire, limite
I'¢tude de leur structure.

Différents systémes d'expression hétérologue couplés a différentes techniques
de purification ont permis I'étude biochimique /n vitro de nombreuses protéines
membranaires (voir par exemple pour revue Mus-Veteau, 2002), y compris les ATPases

de type P ; la prochaine partie présente les principaux systémes d'expression utilisés.

I.3.1 Les différents systémes d'expression utilisés pour des protéines

membranaires d'Eucaryotes supérieurs.

I.3.1.1 Utilisation d'un systeme procaryote, £ coli

La bactérie Escherichia coli a été abondamment utilisée pour l'expression
hétérologue de protéines solubles (pour revue, voir Hockney, 1994) et présente a
premiére vue de nombreux avantages. Le principal est que cet organisme a un temps de
génération faible (20 min), ce qui permet d'obtenir rapidement de grandes quantités de
biomasse et ce, a faible colit. De plus, la biologie moléculaire de cet organisme est bien
connue : il existe de nombreuses souches modifiées, de hombreux vecteurs d'expression

sont disponibles, il est simple et rapide de tester différentes constructions.

54



INTRODUCTION : EXPRESSION ET PURIFICATION DE PROTEINES MEMBRANAIRES
D'EUCARYOTES SUPERIEURS

L'utilisation d'E. co/i comme systéme hétérologue pour |'expression de protéines
membranaires d'Eucaryotes a donné lieu a quelques résultats positifs. C'est le cas par
exemple d'un récepteur couplé aux protéines G, le récepteur de la neurotensine du rat
(Tucker et Grisshammer, 1996), du transporteur d'oxoglutarate bovin ou de 'ADP/ATP
translocase bovine (Miroux et Walker, 1996). Toutefois les exemples de réussite
restent rares et l'attractivité de ce systeme est compensée par la difficulté a y
surexprimer des protéines membranaires, d'autant plus si la conservation de l'activité
biologique est souhaitée. Le plus souvent, il est tout simplement impossible d'obtenir une
surexpression, |'expression de la protéine étant toxique pour la bactérie. Miroux et
Walker (Miroux et Walker, 1996) ont proposé une méthode de criblage qui leur a
permis de sélectionner des souches d'E. col/i mutantes, dans lesquelles il leur a été
possible de produire de grandes quantités de différentes protéines membranaires,
d'origine eucaryote ou procaryote.

En cas de taux d'expression correct, le principal probléeme rencontré est
I'accumulation des protéines membranaires surexprimées dans des corps d'inclusions.
Dans ces structures, les protéines sont en général inactives et retrouver une
conformation active apres purification n'est pas chose aisée (Mus-Veteau, 2002;
Sarramegna et al, 2003), méme si quelques succés sont a noter (voir par exemple le
transporteur d'oxaloglutarate (Fiermonte et a/, 1993)). Il faut noter que le probléme
rencontré avec les corps d'inclusions n'est pas I'apanage des protéines membranaires et a
également été rencontré pour les protéines solubles (Hockney, 1994). L'équipe de de
Gier (Drew et al/, 2001) a proposé une méthode de criblage de l'expression des
protéines membranaires dans £. co/i en fusionnant la GFP en C-terminal de la protéine
membranaire en question. Si la GFP se retrouve dans les corps d'inclusion, elle n'est pas
correctement repliée et ne fluoresce pas. Par contre, si la protéine de fusion est
exprimée a la membrane, la GFP peut adopter une conformation correcte et une
fluorescence pourra €tre observée. Ce systéme permet de détecter les protéines
membranaires qui pourraient &tre surexprimées facilement dans £ co/i mais n‘apporte

aucune solution en cas de taux d'expression trop faible.
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En conclusion, le succés de la surexpression d'une protéine membranaire
d'Eucaryotes fonctionnelle dans le systéme E£. co/i est loin d'étre garanti. Toutefois, les
méthodes proposées par I'équipe de Miroux et de Gier proposent des solutions trés

intéressantes qui peuvent éviter de négliger trop rapidement ce systéme.

I.3.1.2 Utilisation d'un systéme eucaryote simple : les levures

Différents types de levures sont utilisés pour |'expression hétérologue de
protéines membranaires : la plus courante est Saccharomyces cerevisiae mais on trouve
également des exemples d'expression hétérologue de protéines membranaires chez
Schizosaccharomyces pombe ou Pichia pastoris. Les levures sont des organismes
unicellulaires eucaryotes simples. Le génome des especes citées précédemment est au
moins partiellement connu et est modifiable grdce aux techniques de biologie
moléculaire actuelle. Les levures présentent un temps de génération qui reste faible
(autour de 2h), elles se cultivent dans des milieux simples et peu chers et cette culture
peut se faire a grande échelle dans des fermenteurs. Par ailleurs, les levures sont
capables de réaliser des transformations post-traductionnelles comme les
phosphorylations, des additions d'acides gras (isoprénylations, myrostiylations) ou
encore des glycosylations, méme si les sucres ajoutés sont majoritairement des
mannoses ce qui n'est pas le cas dans les cellules d'Eucaryotes supérieurs (c7. Cereghino
et Cregg, 2000; Macauley-Patrick et al/, 2005). Elle appardit donc comme un
intfermédiaire entre les systémes procaryotes et les systemes eucaryotes plus
complexes.

Le succes de 5. cerevisiae est indéniable : c'est un organisme dont la biologie
moléculaire est connue, dont le génome est séquencé entierement depuis 1997, dont de
nombreuses souches mutantes sont disponibles et qui est couramment utilisée en
laboratoire, que ce soit pour I'expression de protéines ou pour d'autres études, comme
I'étude en systéme double hybride. P. pastoris peut présenter des avantages. C'est une
levure méthylotrophe, c'est-a-dire pouvant croitre avec comme unique source de
carbone du méthanol. Les milieux de culture pour cette levure sont extrémement

simples (glycérol ou méthanol, biotine, sels et oligoéléments). Par ailleurs, cette levure
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peut atteindre des densités cellulaires tres importantes en fermenteur (pour revue voir
Cereghino et Cregg, 2000 ou Macauley-Patrick et a/, 2005). A l'inverse des deux levures
citées précédemment qui sont des levures dites bourgeonnantes, S. pombe est une
levure fissipare. Sa biologie moléculaire présente de nombreuses caractéristiques qui la
rapprochent davantage des Eucaryotes supérieurs par rapport d ses deux consoeurs.
Parmi ces avantages, ceux qui pourraient avoir une importance pour l'expression de
certaines protéines sont la possibilité d'intégrer des galactoses dans les chdines
glycosylées et la possibilité d'isoprénylation (pour revue voir Giga-Hama et Kumagai,
1999).

Il existe de nombreux vecteurs dexpression commercialisés pour ces trois
souches de levures. Ce sont des vecteurs navettes permettant de réaliser les
constructions chez £ coli. Chez P. pastoris , les vecteurs d'expression s'intégrent dans
I'ADN génomique. Obtenir une souche présentant plusieurs copies du géne d'intérét est
donc plus difficile qu'avec les vecteurs de type épisomal utilisés chez S. cerevisiae ou
S. pombe. Pour ces trois souches de levures, il existe des promoteurs inductibles,
permettant de retarder la production de la protéine hétérologue. Les promoteurs des
génes GAL chez S. cerevisiae ou AOX1 chez P. pastoris sont inductibles par la présence
respectivement de galactose et de méthanol (¢7. chapitre « Techniques utilisées »
paragraphe II.1.3.1 et Cereghino et Cregg, 2000). Chez S. pombe, les promoteurs
qualifiés d'inductibles tels que celui du géne NMT1, sont des promoteurs induits par
I'absence d'une substance, ici la thiamine, ce qui est plus difficile a contrdler (Giga-Hama
et Kumagai, 1999).

Ces systemes ont permis |'expression de différentes ATPases de type P d'origine
mammalienne: SERCAla (Centeno et al, 1994, Lenoir et al, 2002), I'ATPase Na/K
(Pedersen et al., 1996), ' ATPase Cu (Portmann et Solioz, 2005) et I' ATPase Ca/Mn (Ton
et al., 2002) ont été exprimées chez S. cerevisiae. P. pastoris a également été utilisée
pour exprimer I'ATPase Na/K (Strugatsky et al, 2003; Cohen et al, 2005). A ma
connaissance, aucune littérature ne met en avant lutilisation de 5. pombe comme

systeme d'expression pour une ATPase de type P mammalienne. Cette levure a toutefois
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été utilisée avec succes pour d'autres protéines membranaires (6iga-Hama et Kumagai,

1999).

Les levures semblent donc étre des hdtes intéressants pour I'expression de
protéines membranaires. Des problémes liés a l'utilisation des levures comme systeme
hote peuvent toutefois €tre notés: un taux d'expression trop fort de protéines
étrangeres peut €tre létal mais l'utilisation des promoteurs inductibles a permis de
contourner ce probleme (Schultz et a/, 1987, Pedersen et al, 1996). La composition en
lipides des membranes de levures différent également par rapport aux cellules
eucaryotes supérieures, notamment par la présence dergostérol plutét que de
cholestérol, or, la composition en lipides de I'environnement membranaire d'une protéine
peut modifier sa fonctionnalité (Cohen et a/, 2005). Par ailleurs, pour les protéines
glycosylées, la différence de systéme de glycosylation peut altérer la fonction de la

protéine.

I.3.1.3 Utilisation de cellules d'insectes

Les cellules d'insectes possédent les équipements enzymatiques leur permettant
d'effectuer les modifications post-traductionnelles semblables a celles des Vertébrés,
méme si une analyse détaillée des glycoprotéines exprimées dans des cellules d'insectes
a montré des différences dans la taille et la structure des oligosaccharides par rapport
a celle des glycoprotéines de mammiféres. Ainsi, les glycoprotéines de mammiferes
exprimées dans les cellules de |épidoptéres S79, sont incompléetes car les chdines

oligosaccharidiques sont plus courtes (Devauchelle, http://www.univ-montpl.fr /

biotech/ Baculovirus/BaculoContenu.htm , version du 30/11/2000 ). Le temps de

doublement des populations de cellules est de 16 d 24 heures. La plupart des lignées de
cellules d'insectes peuvent croftre en tapis cellulaire ou en suspension: la densité
cellulaire varie de 2x10° & 5x10° cellules/ml et cette densité peut Etre augmentée dans
des bioréacteurs sous réserve de |'ajout d'agent protégeant du cisaillement lié a

I'agitation (Devauchelle et Cérutti, ).

58


http://www.univ-montp1.fr / biotech/ Baculovirus/BaculoContenu.htm
http://www.univ-montp1.fr / biotech/ Baculovirus/BaculoContenu.htm

INTRODUCTION : EXPRESSION ET PURIFICATION DE PROTEINES MEMBRANAIRES
D'EUCARYOTES SUPERIEURS

Les cellules d'insectes les plus couramment utilisées  pour I'expression
hétérologue de protéines membranaires sont les cellules S79. L'expression hétérologue
en cellules 579 nécessitent leur infection par des virus. Les Baculovirus sont des virus a
ADN double brin encapsulés infectant spécifiquement les cellules d'insectes. La taille de
la nucléocapside de ces virus est flexible, autorisant l'introduction de fragments d ADN
de grande taille dans le génome du baculovirus. La technologie visant a la production de
baculovirus recombinant est connue (voir par exemple Pharmagingen, 1999) ce qui
permet d'infecter des cellules d'insectes avec un virus recombinant ayant intégré le
gene d'intérét dans son génome. Le gene d'intérét, intégré au génome du baculovirus est
généralement sous contréle d'un promoteur fort, généralement celui de la polyhédrine,
composant de la nucléocapside. Sous contrdle de ce promoteur, le géne va s'exprimer
tardivement, ce qui est un avantage quand le produit est toxique pour la cellule.

Ce systeme d'expression a été utilisé avec un certain succes pour plusieurs
ATPases de type P: pour SERCA (Skerjanc et al, 1993; Miras et al, 2001), pour
différentes isoformes de PMCA (Preiano et al, 1996; Guerini et al, 2003), pour
I'ATPase Na/K (Hu et al/, 2000), pour I'ATPase Cu (Tsivkovskii et al, 2002) ainsi que
pour I'ATPase H/K (Klaassen et al, 1993).

Le systeme baculovirus/cellules d'insectes semble avoir fait ses preuves pour
I'expression de nombreuses protéines. Il peut permettre d'obtenir un fort pourcentage
de protéines membranaires exprimées, mais cette quantité apparente peut se faire au
détriment de l'activité (voir I'expression de SERCAla décrite dans Miras et al,, 2001 et
discutée plus loin, paragraphe I.3.1.7). Ses faiblesses sont un temps de génération de
24h, et une culture en milieu complexe et cher. Par ailleurs, pour l'instant, il n'y a pas de
lignée stable : a la fin de son cycle, le baculovirus tue les cellules. Des études sont en
cours pour intégrer d'un fragment d'ADN du baculovirus dans le génome cellulaire, ce
qui conduirait a un systéme d'expression permanent et stable et dont les taux de
production seraient aussi élevés qu'avec le baculovirus (Devauchelle et Cérutti, )

Un autre type de cellules d'Insectes, les cellules Schneider 2 issues de la
drosophile, a été également été utilisé pour la production de récepteurs couplés aux

protéines G (Tota et al., 1995; Perret et al, 2003). Ces lignées cellulaires peuvent tre
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transfectées de maniére stable par le gene d'intérét, celui ci pouvant placé sous un
promoteur inductible par le sulfate de cuivre (CuSO,). L'équipe de Pattus a comparé
pour I'expression hétérologue du récepteur humain aux opioides mu, l'utilisation des
cellules 579 infectées par le baculovirus et les cellules 579 ou Schneider 2 transfectées
de manieres stable (Kempf et a/, 2002; Perret et al., 2003). Les auteurs montrent que
le taux d'expression de ce récepteur dans les lignées Schneider 2 sont plus élevés que
dans les lignées 579 stables, mais restent 3-4 fois moins élevées que lors de l'utilisation
de cellules 519 infectées. Toutefois, il faut noter que les auteurs n'avaient pas essayé

d'optimiser le systeme Schneider 2.

I.3.1.4 L'ovocyte de xénope

L'ovocyte de xénope présente l'avantage d'étre une grande cellule (~1 mm de
diametre) facilement manipulable. Il est possible d'injecter dans cette cellule des ADNc
ou des ARNm du géne d'intérét, qui sera alors exprimé.

Cette technique nécessite une injection séparée ovocyte par ovocyte et ne se
préte donc pas a l'expression de protéines a grande échelle. Toutefois, ce systéeme peut
€tre utile pour étudier la fonction d'une protéine membranaire, notamment pour les
protéines adressées d la membrane plasmique qui pourront &tre étudiées par la
technique de patch clamp.

L'ATPase H/K a été étudié dans ce systeme, I'ovocyte servant alors de « vésicules
géantes » permettant l'accumulation de lion transporté, le Rb, analogue de lion K
(Codina et al., 1996). Des mutants de la sous unité o de 'ATPase Na/K ont également été

étudié grdce a ce systéme (Crambert et a/,, 2004).

I.3.1.5 Les cellules de Mammiféres

Un des avantages majeur en faveur de I'expression en cellules de mammiféres est
que la protéine a étudier se frouvera dans un environnement frés similaire a son
environnement naturel, notfamment en terme de composition lipidique des membranes ou

de glycosylation. Les protéines d'intérét peuvent €tre exprimées par deux approches :
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une transfection transitoire ou la formation de lignées stables. Ces technologies sont
mattrisées, mais la formation de lignées stables est un procédé de longue haleine
(plusieurs mois). Par ailleurs, des protéines homologues endogénes peuvent Eétre
présentes : si ce phénomeéne peut se retrouver également dans les autres systemes
précédemment cités, il est omniprésent ici, ce qui impose de toujours travailler
également sur des cellules transfectées avec un vecteur non recombinant.

Ces cellules ont été abondamment utilisées pour exprimer des ATPases de type P
d'origine mammalienne. Ainsi, ont été exprimées dans des cellules COS-1, les SERCA
(voir par exemple : Maruyama et MaclLennan, 1988; Zhang et al., 2001 pour SERCAL,
Lytton ef al, 1992 ; Dode et al, 2002 pour des comparaisons entre les différentes
isoformes), les PMCA (Preiano et al, 1996) ; 'ATPase Na/K (Toustrup-Jensen et Vilsen,
2002) ; dans des cellules HEK, SERCA (Bobe et al., 2004) ou 'ATPase H/K (Asano et al,
1996) ; dans des cellules CHO, I'ATPase Cu’ (Voskoboinik et a/,, 2001).

Les références citées ci-dessus illustrent que les cellules de mammiferes ont
permis de nombreuses études fonctionnelles de protéines sauvages ou de mutants.
Toutefois, de nombreuses limites a leur utilisation pour des expressions a grande
échelle sont a signaler: le temps de génération de cellules de mammiféres est long, de
l'ordre de 48h, leur culture est délicate et utilise des milieux complexes et chers. Par
ailleurs, il existe généralement une dépendance d'ancrage au flacon de culture qui limite
le volume de culture possible. Pour certaines lignées récentes, cette dépendance

n'existe plus.

I.3.1.6 Les systemes d'expression /n vitro

Le principe de |'expression /n vitro des protéines est d'introduire 'ADN codant
pour la protéine d'intérét dans un milieu réactionnel contenant tous les éléments
nécessaires pour qu'aient lieu la transcription et la fraduction de la protéine (cf. Figure
I.3-1A). Actuellement, toute la machinerie franscriptionnelle et traductionnelle est
apportée par l'utilisation de lysats cellulaires (& coli, cellules de germe de blé ou
réticulocytes de lapin). Deux types de systémes sont disponibles commercialement : un

premier ol fous les composants, y compris la protéine nouvellement traduite, sont
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mélangés (méthode en « batch ») et un deuxieme ou la synthése de la protéine a lieu
dans un compartiment séparé d'un réservoir par une membrane semi-perméable (cf.
Figure I.3-1B). L'utilisation de ce dernier systéme permet davoir une réserve des

substrats essentiels et de diluer les réactifs potentiellement inhibiteurs.

A T7-RNA B T . . )
polymerase Fibosome M~ Compartiment ou se déroule

“—, R
I’expression in vitro
gene > oh \\\\“““““""""‘“““““""""‘“““““""""HHHHHHHHW“M i :
oo \ . A : ‘ Membrane semi perméable

Compartiment servant de
réserve pour les substrats
N essentiels et permettant la
dilution des réactifs de faible
poids moléculaire

transcription  traduction

Figure I.3-1 : Présentation du systéme d'expression /n vitro.

A-Principe du systéme dexpression in vitro B-Schématisation dun module

d'expression utilisant une membrane semi-perméable (emprunté d Roche).

Depuis 2004, les systemes d'expression acellulaire ont été utilisés avec succes
pour les productions de protéines membranaires (Berrier et al, 2004 ; Klammt et al.,
2004 ; Elbaz et al, 2004 ; Ishihara et al, 2005). Une des étapes nécessaires dans
I'adaptation de ce systeme a l'expression de protéines membranaires a été de tester sa
compatibilité avec I'utilisation de détergents, agents permettant la solubilisation de la
protéine (c¢/. paragraphe I.3.2) . Il a été montré que certains détergents inhibent la
synthése ; c'est la cas par exemple du désoxycholate ou du r-octyl-B-D-glucoside
(Berrier et al, 2004). Les résultats obtenus, que ce soit avec des protéines d'origine
bactérienne (par exemple un canal potassique, Berrier et al, 2004 ou une peftite
protéine ABC, Elbaz et a/, 2004) ou d'origine mammalienne (un récepteur couplé aux
protéines G, Ishihara et a/, 2005), sont prometteurs: 1 a 2 mg de protéines sont
produites dans un 1 mL de milieu réactionnel, et les protéines produites semblent &tre

fonctionnelles.
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Ces systémes, certes onéreux, offrent une flexibilité incomparable, par rapport
aux systémes cellulaires, pour manipuler les parametres d'expression. Ils permettent
d'éviter  d'étre en présence de protéines homologues endogénes et également
d'envisager la production de protéines toxiques. Il faut noter qu'ils ne dispensent pas
d'une étape de purification ultérieure. Par qilleurs, le contexte acellulaire est peut-étre
plus difficile a adapter pour une protéine membranaire. Il semblerait que les membranes
présentes dans les lysats permettent I'expression de protéines membranaires (Elbaz et
al, 2004). Cependant, l'utilisation de détergents ou l'ajout de liposomes semblent

suffire pour obtenir de bons rendements.

I.3.1.7 Comparaison de ces systemes pour |'expression hétérologue de

SERCAla

Les paragraphes précédents illustrent le vaste choix offert pour exprimer une
protéine membranaire. Je propose ici de regarder plus en détails les résultats obtenus
pour SERCAlaq, cette protéine étant non seulement mon sujet d'étude mais aussi une des
ATPases de type P dont I'expression a été testée dans toutes les catégories de systeme
d'expression exceptés les systemes d'expression /n vitro (mais peut-€tre n'est-ce qu'une
question de temps |). (Le systeme £. col/i a été testé sans succés dans notre laboratoire
(Fuentes et al, résultats non publiés)).

Le plus ancien systeme d'expression hétérologue de SERCA1 est sans aucun doute
le systéme en cellules de mammiféres. En 1988, Maruyama et MacLennan (Maruyama et
Maclennan, 1988) transfectent des cellules COS-1 avec 'ADNc des isoformes SERCAla
et SERCAIlb. IlIs obtiennent des fractions microsomales contenant 5% d'ATPases. Le
rendement global est toutefois faible puisqu'ils n'obtiennent que 100 pg de protéines
microsomales totales a partir de 5 boites de pétri de 10cm. Toutefois, les SERCAs
exprimées sont actives et le systéme permet de mesurer le transport de calcium ou la
phosphorylation de 'ATPase. Les auteurs ont ainsi pu pour la premiére fois étudier la
conséquence fonctionnelle de mutations dans 'ATPase. Ce travail a ouvert la voie vers
I'¢tude de nombreux mutants (voir entre autres Clarke et al, 1989, Zhang et a/., 2001)

ou a d'autres isoformes SERCA (voir par exemple Dode et a/, 2002 ou Lytton et al,
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1992). Dans l'article de Zhang et al (2000), les auteurs ont optimisé le systéme,
notamment en augmentant le nombre de cellules transfectées grdce a l'utilisation des
vecteurs adénovirus et en utilisant un promoteur plus fort. Les fractions microsomales
qu'ils ont obtenues contenaient de 10-15% de SERCA, ce qui a permis aux auteurs de
réaliser des mesures de fixation de calcium (voir également Strock et al., 1998).

Un autre systeme d'expression a été proposé en 1993 par Skerjanc et ses
collaborateurs (Skerjanc et al, 1993) : les auteurs ont utilisé les cellules d'insectes 579
transfectées avec un baculovirus recombinant. Pour un litre de culture, c'est-a-dire 50
flacons de 20 mL de monocouches de cellules, les auteurs obtiennent 3mg d'ATPase dans
I'homogénat total ou 1,5mg d’ATPase dans la fraction microsomale, ce qui correspond a 1
a 2% des protéines totales de cette fraction. Cette méthode a permis aux auteurs de
purifier la protéine recombinante et un mutant, E309Q, en présence d'un détergent
(Ci2Eg) et de phospholipides, grace a I'utilisation d'un anticorps (¢f. I.3.3.1). En 2001,
Miras et ses collaborateurs (Miras ef al, 2001) ont utilisé le méme systéme en
I'améliorant sensiblement. Dans des essais préliminaires, SERCA représentait 24% des
protéines membranaires mais était peu active. Finalement, en faisant varier les
conditions de culture des cellules, les auteurs ont trouvé que I'addition de 45mg.mL™ de
glucose dans le milieu permettait d'obtenir des fractions membranaires renfermant 6%
de SERCA, dont 1/3 était active. Le rendement final obtenu est de 6mg de SERCA
membranaire pour un litre de culture. Cette procédure a permis aux auteurs de purifier
la protéine recombinante grdce a son affinité pour le composant Red120 (¢7. 1.3.3.1).

Le systeme le plus récemment mis au point est I'expression de SERCA dans la
levure. En 1994, Centeno et a/ont exprimé SERCA dans la levure S. cerevisiae (Centeno
et al, 1994) : les auteurs ont placé 'ADNc de SERCA sous contrdle d'un promoteur
inductible par le galactose, ce qui leur a permis d'obtenir des lignées stables de levures
recombinantes. Aprés préculture en milieu contenant du glucose, les levures étaient
cultivées en présence de galactose. Ce protocole a permis aux auteurs d'obtenir environ
Img de SERCA par litre de culture, ce qui représente 0,1% des protéines totales dans
I'extrait brut. Les auteurs ont remarqué un enrichissement de la fraction correspondant

aux membranes plasmiques puisque I'ATPase représente alors 0,3% des protéines
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totales. Ce faible taux d'expression a toutefois permis aux auteurs de purifier la
protéine grdce a l'utilisation d'un anticorps (c7. paragraphe I.3.3.1). Au cours d'une
expérience parallele, ADNc de SERCA était sous contrdle d'un promoteur constitutif
(Pemat) : les auteurs se sont rendus compte que I'expression de SERCA induisait la mort
des cellules. Ce protocole a été amélioré sur plusieurs points quelques années plus tard
(Lenoir et al, 2002) : 'ADNc est toujours placé sous contréle d'un promoteur inductible
par le galactose mais /) les auteurs ont utilisé un promoteur hybride GAL10-CYCI, plus
fort que le promoteur GALIO /i) les auteurs ont modifié la souche de levure pour
augmenter la quantité d'activateur de transcription Gal4p disponible lors de l'induction.
L'utilisation du vecteur pYEDP60, contenant le gene ADEZ a permis la croissance des
levures en milieu riche. L'induction de I'expression de la protéine a lieu plus tardivement,
permettant de limiter un éventuel effet toxique de la protéine. Ce protocole a permis
d'augmenter d'environ 10 fois la quantité de levures récoltées. Parallelement, le
protocole d'induction a été optimisé : par deux inductions successives, les auteurs ont
amélioré le pourcentage de SERCA exprimée. Cette double optimisation a permis aux
auteurs d'obtenir 25 mg de SERCA par litre de culture dans le lysat total, et 5-6mg de
SERCA dans la fraction membranaire dite |égere. Ces membranes, correspondant au
réticulum endoplasmique et aux vésicules de sécrétion, contiennent une protéine SERCA
active, contrairement aux fractions membranaires dites lourdes, correspondant aux
membranes plasmiques et aux mitochondries (voir Lenoir, 2003 ). A partir de ces
membranes, les auteurs ont pu purifier environ 1 mg de protéines (cf. paragraphe
I.3.3.2b)). Il faut noter qu'une autre équipe au Brésil a également exprimé SERCA dans
S. cerevisiae (Reis et al., 1999). Reis et ses collaborateurs ont notamment testé l'effet
de constructions chimériques sur |'expression de SERCA. Ces constructions sont placées
sous contrdle d'un promoteur thermosensible. Le meilleur résultat a été obtenu en
plagant les 88 premiers résidus de la H* ATPase de la levure ou une étiquette histidine a
I'extrémité N-terminale de SERCA : les auteurs ont ainsi obtenu 850 pyg d'ATPase par
litre de culture. Toutefois ces constructions ne semblent pas avoir été utilisées pour

étudier 'ATPase.
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En conclusion (cf. Tableau I.3-1): les systemes d'expression en cellules de
mammiferes ont été abondamment utilisés pour étudier toute une série de mutations de
SERCAla, toutefois, la faible quantité de cellules pouvant étre cultivées limite
I'utilisation de ce systéme a I'étude de la fonction. Les expressions en utilisant les
cellules d'insectes ou S. cerevisiae ont toutes deux donné des résultats similaires
(Miras et al,, 2001; Lenoir et al, 2002) ; toutefois, la culture de levures est plus aisée
et moins onéreuse.

Les différents systemes d'expression peuvent €tre également comparés pour
d'autres ATPases de type P. Le Tableau I.3-2 présente quelques résultats obtenus pour
d'autres ATPases de type P, notamment pour I'ATPase Na/K dont l'expression a été
testée dans les différents systémes. Les résultats obtenus sont similaires a ceux qui
ont pu &tre observés pour SERCA. Notons de surcroit le rendement tres intéressant
obtenu par Parcej et Eckhardt-Strelau (2003) puis Long et a/. (2005) pour I'expression
d'un canal potassique de rat dans P, pastoris: En utilisant un fermenteur pour la culture
de P, pastoris, ils obtiennent en effet 250g de levures par litre de culture ce qui leur
permet d'obtenir environ 2000 mg de protéines membranaires et de purifier environ 25

mg de sous unités Kv1.2 pure a 75% par litre de levures.

Les taux d'expression pour différentes ATPase de type P obtenus dans
différents systemes ont permis aux auteurs d'envisager leur purification. Une étape
préalable est de solubiliser la protéine membranaire, étape qui peut parfois se révéler

étre limitante.
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ATPase |Origine Expression Solubilisation |Premiére étape de purification Purification additionnelle Références
Hate rendement systeme rendement |pureté |systéme (rendement |pureté
SERCAla |lapin C0s-1 5% des PM' |- - - - - - - Maruyama et
MacLennan, 1988
SERCAla |poulet C0s-1 10% des PM - - - - - - - Zhang et al., 2000
SERCAL |lapin SF9 1-2% PM C12E8 (+ PL?) |Anticorps 375ug/L <30% |- - - Skerjanc et al., 1993
3mg/L (+PL)
SERCA lapin 579 6% PM (mais|C12E8 (+PL) |His (+PL) O (trop peu - - - Miras et al., 2001
1/3 d'active) de fixation)
6 mg/L Red 120 (+PL) (2 mg/L 26%
SERCA lapin S.cerevisiae |0,3% PM C12E8 Anticorps ND ND - - - Centeno et al., 1994
Img/L (+PL)
SERCA lapin S.cerevisiae |1-2% PM - - - - - - - Reis et al, 1999
wt 300pg9/L
3-6%
6His-N 500ug/L
SERCA  |lapin S.cerevisiae | 2% PM ° DDM His (+PL) 1 mg/L de|50-60% |Red 120 |0.28mg/L de|70% Lenoir et al, 2002
5.5mg/L (C12E8 et culture culture
LPC)®

Tableau I.3-1 Bilan de quelques essais d'expression et purification de I'ATPase SERCA

’PM : Protéines membranaires ° (+PL) : addition de phospholjpides estimation personnelle, contamination par lanticorps - *6His-N : addition

d'une étiguette 6 His en N-terminal. -° uniguement fractions microsomales-° détergent testé mais non choisi




ATPase |Origine Expression Solubilisation |Premiére étape de purification Purification additionnelle Références
Hate rendement systeme rendement |pureté |systéme rendement |pureté
Na/K porc S. cerevisia |10-15 pmol O|SDS - - - - - - Pedersen et al,, 1996
e /mgPM !
Na/K mouton S19 16-20pmol/mg |- - - - - - - Hu et al, 2000
Na/K rat COs-1 30-60 pmol O|- - - - - - - Toustrup-Jensen et
/mg PM Vilsen, 2003
Na/K porc P. pastoris |25-30 pmol O| DDM His (+PL)? ND 30-50% |Exclusion |ND 70% Cohen et al., 2005
/mg PM (Fos choline et par la taille
C12E8 )?
Cu humaine S. cerevisia |ND DDM His ND 10-20  |Echangeuse |0.3mg/L 75% Portmann et Solioz,
e d'anions 2005
PMCA humaine | 59 ND (forte) Triton X-100 |L* ND Guerini et al., 2003
(calmoduline) (>90%)
(+PL)
Tableau I.3-2 : Bilans de quelques essais d'expression et de purification d'ATPases de type P
1 0/mg PM : fixation de ouabaine par mg de protéines membranaires-° détergents testés mais non choisi-> (+ PL) : addition de phospholjpides-*

L : ligand.
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I.3.2 Une étape supplémentaire par rapport aux protéines solubles : la

solubilisation.

Dans le cas des protéines solubles, la protéine d'intérét se trouve en solution
dans un systéme aqueux. Dans le cas de protéines membranaires, la protéine a purifier
se trouve dans un environnement particulier, la membrane biologique, mélange de
phospholipides, de sphingolipides, de cholestérol, de protéines...Pour espérer purifier la
protéine, il faut I'extraire de cet environnement, donc désolidariser cet ensemble. Le
probléme est que la protéine membranaire posséde des zones hydrophobes exposées a
sa surface, celles-la méme qui sont en interaction avec la bicouche lipidique : la solution
qui consisterait a simplement éliminer les phospholipides (en les dissolvant dans un
solvant organique par exemple) conduirait a I'exposition de ces surfaces, ce qui, par
action de l'effet hydrophobe, entrdinerait les protéines a s'agréger (Tanford, 1991).
L'utilisation de détergent permet de solubiliser la protéine sans exposer ces surfaces.

Le principe de la solubilisation d'une protéine par un détergent est présenté dans la

Figure I.3-2.
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Figure I.3-2 Solubilisation d'une membrane par un détergent (emprunté a Breyton,

2004
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Il existe une grande diversité de détergents disponibles sur le marché (voir
quelques exemples dans le Tableau I.3-3) et il ne semble (malheureusement) pas y avoir
de régle permettant de prédire I'efficacité du détergent pour solubiliser la protéine
(voir les différents détergents utilisés pour solubiliser des ATPases de type P dans le

Tableau I.3-4)

Nom du | Formule Nature du | CMC M N
détergent détergent | (mM)

Sodium  dodécyl Anionique | 1,7-7,1 288 | 62-101

Il
T, 0— S —O Nat
Il

sulfate (SDS) °

[#]
I

HO Y\/ch—Na+

d&jﬁ
HO ™ “OH

Acide cholique Sel biliaire | 10 409 |4

Dodécyl p D- Non 0,18 511 110-140

CHOH  CH,OM
O

maltoside (DDM) W\/W\/C’@o f Hoa chargé

OH OH

C12Es R e Non 0,09 538 | 90-120
chargé

Triton X-100 \k\k@{o CH, CHLJ. —OH Non 0,25 625 | 75-165
chargé

Tableau T.3-3 Quelques détergents utilisés en biochimie des protéines

membranaires et leurs propriétés (données extraites de le Maire et a/., 2000)

La CMC, ou concentration micellaire critigue, est la concentration de détergent a
laguelle commencent a se former des micelles. M est la masse moléculaire dun
monomére (en Da). N, nombre dagrégation est le nombre moyen de monomeéres
présent dans une micelle. I/ faut noter gue ces valeurs sont dépendantes des

conditions de mesures (pH, température, force fonigue...)
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TIons ATPase exprimée chez... Détergent utilisé Références
transportés pour la solubilisation
Ca® (SERCA) | Lapin (n) C1:Es le Maire et al, 1976
579 (h) Ci2Es Skerjanc et al., 1993,
Miras et al., 2001
S. cerevisiae (h) Ci1,Es Centeno et al, 1994
DDM Lenoir et al, 2002
Na/K Requin (n) Ci2Es Esmann et Skou, 1984
S. cerevisiae (h) SDS Pedersen et al., 1996
P. pastoris (h) DDM Cohen et a/, 2005
Ccu’ S. cerevisiae : DDM Portmann et Solioz, 2005
Ca® (PMCA) 579 Triton X100 Guerini et al, 2003;

Preiano et al., 1996

Tableau I.3-4 : Exemples de détergents utilisés pour solubiliser des ATPases de

type P, a partir de membranes natives (n) ou aprés expression hétérologue (h)

Pour estimer l'efficacité de solubilisation, différents critéres doivent &tre pris
en compte: la partition de la protéine dans la phase solubilisée mais aussi la
conservation de l'activité de la protéine en présence du détergent. Concernant la
partition de la protéine dans la phase solubilisée par rapport a la phase membranaire, il a
€té remarqué par plusieurs auteurs que ce phénomene était dépendant du détergent. Au
laboratoire par exemple, Lenoir et al/. (2002) ont testé la solubilisation de SERCA
exprimée dans les membranes dites Iégéres de S. cerevisiae avec trois détergents. Les

résultats sont rappelés Figure I.3-3.
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Figure I.3-3 Solubilisation de SERCA exprimée dans les membranes dites légéres de

S. cerevisiae par trois détergents différents et a des rapports détrergent/protéine

différents (d'aprés Lenoir et al., 2002)

Solubilisation @ 4°C pendant 30 min de membranes dites légéres de S. cerevisiae

exprimant SERCAIa.

Les auteurs ont montré que le DDM et la LPC étaient plus efficaces que le Ci;Es
pour solubiliser SERCA. Par ailleurs, ils précisent qu'alors que la LPC solubilise toutes les
protéines, le DDM ne semble solubiliser que 75% d'entre elles, ce qui enrichit la fraction
solubilisée en SERCA. Pour une méme protéine et un méme rapport détergent/protéine,
I'efficacité de solubilisation par un détergent donné peut varier selon les conditions
utilisées : température, composition du tampon.. Miras et ses collaborateurs ont par
exemple observé qu'ils obtenaient un meilleur rendement de solubilisation dans un
tampon a basse force ionique (Miras et al, 2001). L'équipe de Portmann (Portmann et
Solioz, 2005) a fait I'observation intéressante que I'addition de cuivre dans le milieu de
culture de S. cerevisiae 1h avant le fractionnement membranaire semblait faciliter la
solubilisation ultérieure de I'ATPase Cu’ exprimée. Cet effet peut €tre dl a une
meilleure conformation de la protéine dans ces conditions, ou/et a son adressage dans
un compartiment membranaire différent. Au laboratoire, il a également été observé que
SERCA était plus facilement solubilisée a partir des membranes dites |égéres qu'a partir
des membranes dites lourdes (Lenoir, 2003).

Un autre parametre a prendre en compte est la stabilité de lactivité
enzymatique de la protéine en présence du détergent choisi. En effet, les détergents

peuvent altérer lactivité de la protéine, et ce de différentes maniéres: soit en
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supprimant de l'environnement immédiat de la protéine des molécules essentielles au
maintien de son activité (lipides, cofacteur, sous-unités, groupe prosthétique), soit en
venant directement déstabiliser la région transmembranaire de la molécule, soit en ne
mimant pas suffisamment la bicouche lipidique. Ainsi dans |'exemple illustré Figure I.3-3,
des tests d'activité ont permis aux auteurs de montrer que le DDM était préférable
pour leur protéine (Lenoir et al., 2002).

Une stratégie pour limiter I'effet déstabilisant des détergents consiste a utiliser
d'autres classes de tensio-actifs. Ces molécules ont comme les détergents la propriété
de présenter une partie hydrophobe et une partie hydrophile. Les amphiphiles tripodes
(Yu et al, 2000) ont été utilisés pour solubiliser la bactériorhodopsine et il a été montré
qu'ils gardaient la protéine dans une conformation correcte pendant plusieurs semaines
(Bowie, 2001). Le triplement de la queue hydrophobe de cette molécule peut expliquer
qu'elle soit moins déstabilisante que les détergents conventionnels qui peuvent s'insérer
entre les hélices transmembranaires (cf. Figure I.3-4A et Tableau I.3-3). Récemment,
une équipe a obtenu des cristaux diffractant d 2.5 A de la bactériorhodopsine préparée
avec ces « tripodes » (Theisen et a/, 2005). D'autres tensio-actifs ont été congus par
les chimistes, comme par exemple les hémifluorés (pour revue voir Gohon et Popot, 2003
et c¢f. Figure I.3-4 D) qui ont été congus pour €tre de bons solvants des protéines
membranaires et des mauvais solvants de lipides, les amphiphiles dérivés de sucres (ex :
HECAMEG®, Roussel et al., 2003, cf. Figure I.3-4 C). Une autre catégorie de tensio-
actifs sont les polymeres amphiphiles appelés amphipols: ces molécules sont des longues
chdines hydrophiles avec des ramifications hydrophobes (cf. Figure I.3-4 B) congues
pour entretenir une interaction tres forte avec la protéine membranaire (Tribet et al,
1996, Popot et al, 2003). Ces molécules, non solubilisantes, présentent l'avantage de
pouvoir travailler ensuite en solution aqueuse ne contenant pas ou peu de monomere de
tensio-actif, ce qui est un avantage pour un certain nombre de mesures biophysiques et
pourraient &tre un avantage dans des méthodes d'études structurales (comme la RMN
par exemple, cf. Zoonens et al., 2005). Ces polymeres offrent donc une alternative trés
intéressante mais leur maitrise complete reste une problématique en développement
(Popot et al, 2003). Par exemple, des études sur 'ATPase Ca®* ont montré que l'activité

de SERCA en présence des amphipols était faible comparée a celle mesurée en présence
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de détergents (Champeil et al, 2000, Picard et al, 2005 (en préparation) voir aussi
Picard et al, 2004). Parmi les détergents non conventionnels, on peut également citer
les lipopeptides (McGregor et al, 2003). De par leur conformation (cf.Figure I.3-4E),
ces lipopeptides semblent pouvoir mimer la bicouche lipidique autour de la protéine. Les
auteurs ont montré leur capacité a solubiliser les protéines membranaires et a empécher
leur agrégation. Toutefois, les auteurs considérent qu'étant donné le colit actuel de
fabrication de telle molécule, il n'est pas envisageable de les utiliser lors de purification.
Il faudrait donc utiliser d'abord un détergent classique puis effectuer un échange.

Une fois solubilisé, le complexe protéine/détergent se manipule comme une
protéine soluble. Mais, mis a part avec les amphipols, il faut toujours €tre en présence

de détergent au-dessus de sa CMC.
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Figure I.3-4 : Exemples de tensio-actifs non conventionnels

A- Amphiphiles tripodes, détergent ayant une partie hydrophobe volumineuse et
donc probablement moins dénaturante. B- Amphipol, polymére amphiphile gardant les
protéines en solution agueuse. C- HECAMEG® (schéma emprunté a Serva.)
D :Tensio-actif hémifluoré, composé dune chaine hydrophobe comportant des fluors
mais terminée par une queue hydrogénée. E- Lipopeptide, pouvant mimer
l'environnement de la bicouche lipidigue en formant un anneau autour de la protéine
(schéma emprunté d McGregor et al., 2003). (Schémas A,B,D extraits de Gohon et
Popot, 2003)
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I.3.3 Les systemes de purification

Les systémes utilisés pour obtenir de grandes quantités de protéines
relativement pures sont généralement des chromatographies d'affinité : elles partagent
donc toutes le principe de purification sur la base de ligisons réversibles entre la
protéine et un ligand spécifique couplé a une matrice.

Ce ligand peut &tre un ligand que je qualifierais de « naturel » : un anticorps ou
tout autre composé interagissant directement avec la protéine. Je présenterai quelques
exemples de tels ligands utilisés pour purifier SERCA ou d'autres ATPases de type P
dans une premiere partie.

Il est également possible d'exprimer la protéine d'intérét sous forme d'une
protéine fusionnée a une étiquette. Il existe un grand nombre d'étiquettes disponibles
et commercialisées avec leur résine de chromatographie. Ces étiquettes peuvent étre
distinguées suivant la nature du peptide ou de la protéine de fusion et celles de leur
partenaire d'interaction. Une premiére catégorie correspond a des protéines ou
peptides de fusion qui se lient a des petites molécules : nous verrons que c'est le cas par
exemple de I'étiquette histidine qui interagit avec des cations métalliques, ou encore de
la 6ST (glutathion S-transférase) qui interagit avec le glutathion (6SH) fixé sur la
résine. Une seconde classe d'étiquettes est constituée de peptides/protéines de fusion
qui interagissent avec un partenaire spécifique fixé a la résine. Ce partenaire peut tre
un anticorps dirigé contre I'étiquette : c'est le principe par exemple de I'utilisation des
étiquettes FLAG avec les résines anti-FLAG. Le partenaire peut €tre simplement un
ligand : c'est le cas par exemple de l'avidine qui reconndit I'étiquette BAD biotinylée.
Lichty et ses collaborateurs ont publié récemment une étude comparative intéressante
de différentes étiquettes pour la purification de deux protéines solubles exprimées
chez E coli (Lichty et al., 2005). Méme s'il est possible de trouver dans la littérature
des exemples de purification de protéines membranaires avec différentes étiquettes
(voir, par exemple I'utilisation de I'étiquette FLAG pour la purification d'un récepteur
aux cannabinoides (Kim et al, 2005) ou lutilisation du domaine BAD pour la lactose

perméase (Consler et al, 1993)), la stratégie de purification la plus largement répandue
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est l'utilisation d'une étiquette comportant plusieurs résidus histidine. Je détaillerai
donc cette stratégie de purification. J'expliquerai également le principe de l'utilisation
d'un domaine accepteur de biotine, stratégie qui a été adaptée pour la purification de
SERCA durant ma thése (voir chapitre « Résultats et Discussions »).

Méme si elles sont les plus utilisées, les chromatographies d'affinité n'ont pas le
monopole pour la purification de protéines membranaires. Il est également possible de
purifier directement les protéines en utilisant leurs propriétés physico-chimiques :
notamment en utilisant leur taille et leur forme, par exemple sur gradient de saccharose
ou par chromatographie d'exclusion, leurs charges sur colonnes échanges d'ions ( voir par
exemple Stroebel et a/, (2003) qui ont utilisé cette technique comme premiere étape de
purification, avant de réaliser une deuxiéme étape grdce d une étiquette histidine), ou
leur hydrophobicité (Winstone et a/, 2005). Le plus souvent, ces techniques nécessitent
toutefois un taux d'enrichissement en protéine a purifier relativement élevé. De ce fait
elles sont plus fréquemment utilisées comme deuxiéme étape de purification. En effet,
certaines stratégies de purification de protéines membranaires combinent deux
purifications successives. J'évoquerai cette possibilité ainsi que d'autres variantes

possibles pour une purification démarrant par une chromatographie d'affinité.

I.3.3.1 Affinité de la protéine d'intérét pour un anticorps ou pour un

ligand

Il est possible d'utiliser un anticorps spécifique de la protéine pour la purifier. La
protéine A, qui interagit avec les anticorps, est utilisée pour retenir le complexe.

Skerjanc et al, (1993) ont utilisé ce systéeme pour purifier SERCA apres
expression en cellules d'insectes. Ils ont obtenu ainsi un rendement de 300ug de SERCA
par litre de culture. L'inconvénient majeur est que les complexes protéine-anticorps et
anticorps-Protéine A sont tres stables et difficiles a dissocier dans des conditions non
dénaturantes pour SERCA. Toutefois, la protéine immobilisée est active et a permis des
études biochimiques. Ce principe a été également utilisé par Centeno et al., (1994).

Il est possible également d'utiliser un ligand naturel de I'enzyme ou un analogue

de ce ligand, couplé a une résine.
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Ainsi, Preiano et al, (1996) et Guerini et al., (2003) ont utilisé l'interaction de
leur objet d'étude, 'ATPase PMCA, et de la calmoduline pour purifier 'ATPase. Aprés
élution par un fampon contenant de 'lEGTA, ils obtiennent une protéine quasiment pure a
100%.

Pour les ATPases, une autre stratégie consiste a utiliser le réactif Red120. Ce
colorant mime la triple charge négative des groupements phosphate des nucléotides
triphosphate (¢7. Figure I.3-5) et a dans un premier temps été considéré comme
spécifique pour les sites de fixation de nucléotide. Méme s'il a été prouvé que ce produit
avait une affinité pour un grand nombre de protéines ne possédant pas de site de
fixation de nucléotides, il semble pouvoir interagir avec les ATPases. Ce type de
chromatographie d'affinité a été utilisé pour la premiere fois pour SERCA par Coll et
Murphy, (1984) et a été largement utilisé depuis pour la purification de I'ATPase-Ca®".
En outre, Miras et a/, (2001) ont utilisé ce systéme apres expression de la protéine dans
des cellules S79 (cf. paragraphe I.3.1.7). Grdce a ce systéme d'expression et a ce type
de purification, les auteurs obtiennent 1mg de protéine active pure a environ 25%. Il
faut noter que c'est cette stratégie qui a été utilisée par Toyoshima et a/,, (2000) pour
purifier 'ATPase avant de la cristalliser et d'obtenir la premiére structure atomique de

SERCA.

Adénosine triphosphate (ATP)
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phosphoanhydride s -

& | I
i O—P—0—P—C

“, | K
"~..,.._. 0 (8] ke e

Reactive Red

Figure I.3-5: Structure chimique des molécules de Reactive Red et d'ATP
(emprunté a Lenoir, 2003)

Les fléches courbes indiguent que les électrons de Jla double liaison, en se

délocalisant, provoquent /apparition de charges négatives sur les atomes doxygéne. 77
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I.3.3.2 Chromatographie daffinité de métal immobilisé (IMAC:
Immobilized-Metal Affinity Chromatography)

a) Principe de la technique

Ce type de chromatographie utilise les liaisons de coordination qui peuvent se
former entre un ion métallique et certains acides aminés donneurs d'électrons. Le
tandem le plus couramment utilisé est le systéme Nickel (Ni**) -Histidine. Toutefois,
d'autres ions métalliques de transition tels que le cuivre (II), le zinc (II), le cobalt (II)
peuvent tre utilisés. Les acteurs au niveau des protéines pourraient tre également le
glutamate, I'aspartate, la cystéine, la tyrosine, des acides aminés ayant des atomes tels
que l'azote, I'oxygene ou le soufre, susceptibles d'engager un doublet non liant dans une
liaison de coordination.

Les ions métalliques sont immobilisés sur la résine grdace & un composant
chélatant fixé de maniére covalente a celle-ci. Dans le cas du systeme Ni%, il s'agit de

I'acide nitriloacétique (NTA) (c7. Figure I.3-6).
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Figure I.3-6 : Interactions entre la matrice Ni-NTA et les résidus histidine de la

protéine étiquetée (image empruntée a « The QIAexpressionist™ », QIAGEN)

Deux des résidus histidine de I'€tiguette sont représentés en bleu alors que la phase

stationnaire, lacide nitriloacétigue, est représentée en rouge.
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Initialement, cette technologie était utilisée pour séparer les protéines ou les
peptides exposant a leur surface des groupements formés des acides aminés cités ci-
dessus. En 1988, Hochuli (Hochuli, 1988) utilise les progrés de la biologie moléculaire
pour obtenir des protéines recombinantes présentant une étiquette 6 histidine en N ou
C-terminal.

L'adsorption de la protéine sur le support se fait a un pH ou les atomes d'azote du
groupement d'imidazole sont déprotonés (pH Iégérement basique pH 8). L'élution se fait
par protonation en abaissant le pH, par échange de ligand en utilisant de I'imidazole ou

par un chélateur plus puissant comme I'EDTA.

b) Utilisation de cette technique pour la purification de 'ATPase

Ca®

Cette technique a tout d'abord été testée sur SERCA par Miras et al, (2001).
Toutefois, seuls 3% de leur protéine active se fixait sur la colonne NiNTA,

Le systéme 6His a été utilisé au laboratoire pour purifier ' ATPase Ca®* (Lenoir et
al,, 2002). Par rapport a I'équipe précédente, les auteurs ont ajouté deux glycines entre
la séquence codant pour SERCA et |'étiquette 6-histidines. Avec cette construction, ils
fixent plus de 80% de la protéine sur la résine. Par élution avec des quantités
croissantes d'imidazole, les auteurs éluent une protéine pure a 40-50%. Leur systéme
d'expression couplé a cette purification leur permet d'obtenir environ 800ug de protéine
purifiée a partir d'un litre de culture. Il faut toutefois noter que l'activité ATPasique
spécifique de la protéine SERCA ainsi purifiée est plus faible que celle mesurée dans les
mémes conditions pour I'ATPase native (voir également Chapitre III, paragraphe

ITI.1.6).

Il faut noter que ce systéme bénéficie d'un véritable engouement et a été
abondamment utilisé, y compris pour des protéines membranaires et notamment pour la
purification d'autres ATPases de type P. Il a été testé dans le cas de I'ATPase Cu’
(Portmann et Solioz, 2005). Dans cette étude, I'étape de purification par NiNTA permet

d'obtenir une ATPase qui n'est pure qu'a 10-20%, et qui peut donc &tre considérée plutot
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comme un enrichissement. Le systéeme « His » a donné des résultats intéressants pour
I'ATPase Na/K (Cohen et al, 2005), permettant d'obtenir une ATPase pure a 30-50%.
Dans cette étude, les auteurs ont utilisé une queue de 10 résidus histidine. Dans
certains cas en effet, I'augmentation du nombre de résidus a 8 ou 10 peut donner de
meilleurs résultats qu'avec une étiquette 6-His en augmentant notamment l'affinité pour
la résine (voir par exemple Grisshammer et Tucker, 1997) toutefois, I'élution peut

s'avérer plus difficile (Mohanty et Wiener, 2004).

I.3.3.3 Le systeme avidine-biotine

Ce systéme de purification est basé sur la forte interaction entre la biotine et
I'avidine ; avec un K, de 107 pour l'avidine monomérique ou de 10™ pour l'avidine
tétramérique (Cronan, 1990). Cette interaction se rapproche du systeme antigéne-

anticorps.

a) Le domaine accepteur de biotine et son utilisation en tant

qu'étiquette

La biotine, aussi appelée vitamine H, est une molécule synthétisée par les plantes
et la plupart des Procaryotes. Elle est nécessaire a tous les organismes car elle sert,
entre autre, de cofacteurs a deux classes d'enzymes du métabolisme, les carboxylases
et les décarboxylases, en jouant le réle de transporteur de groupement carboxyl. Ces
enzymes possedent une séquence reconnue par la biotine ligase (BPL : biotin protein
ligase, également appelée BirA, biotin operon repressor ou biotin holoenzyme synthétase
biotin -[acetyl coA carboxylase ] synthétase chez £. coli ) , qui va permettre la liaison
covalente de la molécule de biotine (c7. Figure I.3-7).

Suivant les organismes, le nombre de protéines endogénes biotinylées est
variable. Ainsi, chez £ coli, seule la BBCP (biotin carboxyl carrier protein) de I'acétyl
CoA carboxylase est biotinylée (Cronan, 1990). Chez S. cerevisiae il existe quatre
protéines biotinylées : I'acétyl-coA carboxylase (250kDa), I'urée amidolyase (202kDa), la

pyruvate carboxylase (116kDa), et une protéine récemment identifiée, Arclp (45kDa)
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(Kim et al, 2004). Il faut noter que cette derniére protéine est un cofacteur de
I'aminoacyl ARNt synthétase et est l'unique exemple connu a ce jour de protéine

biotinylée non impliquée dans des réactions de carboxylations.
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Figure I.3-7 Réaction catalysée par la biotine ligase (Chapman-Smith et Cronan,

1999)

La biotine ligase utilise I'ATP pour activer la biotine en formant lintermédiaire
réactionnel biotinyl-AMP (1) qui est alors transféré sur lamine epsilon de [unigue

lysine du domaine accepteur de biotine (BAD) (2).

Le domaine accepteur de biotine (BAD : Biotin acceptor domain) de différentes
carboxylases a été utilisé comme étiquette, permettant la production de protéines de
fusion biotinylées chez des bactéries ou dans la levure (Cronan, 1990). Il existe une
grande similitude de séquence entre les différents domaines accepteurs de biotine de
différentes especes. Il en découle que la biotine ligase d'un organisme donné peut

reconnditre et biotinyler un domaine accepteur de biotine non endogéne, avec toutefois
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une efficacité moins grande pour la biotinylation de domaine d'origine procaryote par la
biotine ligase de cellules de mammiferes (Cronan, 1990; de Boer et a/., 2003).

Des études ont été réalisées afin de réduire la taille de ce large domaine (environ
100 acides aminés) : I'équipe de Beckett (Beckett ef a/, 1999) a montré qu'un peptide
minimal de 23 acides aminés pouvait &tre reconnu par la biotine ligase de £. co/i et tre
biotinylé in vitro. Il semblerait que ce soit plutdt les domaines entiers qui soient en
général utilisés dans les essais de purification de protéines membranaires mais Tucker
et Grisshammer, (1996) ont testé une étiquette accepteur de biotine de 13 acides
aminés pour la purification du récepteur a la neurotensine de rat (voir paragraphe

suivant).
b) Purification de protéines membranaires par le systeme biotine.

Différentes protéines membranaires ont été purifiées en utilisant le systéeme
biotine. Consler et ses collaborateurs (Consler et al, 1993) ont été les premiers a
utiliser ce systéme pour purifier la lactose perméase d’€. co/i. Depuis, d'autres protéines
membranaires ont été purifiées grdce a ce systéme, en utilisant comme héote, soit des
bactéries, soit les levures: par exemple une autre protéine bactérienne, le transporteur
de citrate exprimée chez K pneumoniae (Pos et al., 1994), un transporteur de saccharose
de plante exprimée chez S. cerevisiae (Stolz et al, 1995), des transporteurs ABC
d'origine mammalienne exprimée chez P. pastoris ou chez S. cerevisiae (Julien et al.,
2000; Howard et Roepe, 2003). Apres fixation de la protéine de fusion sur une résine
d'avidine, celle-ci est éluée avec un tampon contenant suivant les auteurs de 1 a 5 mM de
biotine libre.

Pour améliorer les rendements de purification, certains groupes ont essayé
d'améliorer la biotinylation de la protéine de fusion. Ainsi, Stolz et al, 1995 ont montré
que la biotinylation de leur protéine de fusion était augmentée par ajout de biotine dans
le milieu de culture, la quantité de biotine disponible pouvant &tre limitante. Un autre
facteur limitant en cas de surexpression trop importante peut &tre la biotine ligase
endogeéne. Pour pallier cet éventuel défaut, certaines équipes réalisent une biotinylation

in vitro de la protéine de fusion. Ainsi, Pouny et ses collaborateurs (Pouny et al., 1998)
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ont estimé que seuls 15 a 20 % de la lactose perméase surexprimée était biotinylée. Par
ajout d'une étape de biotinylation /n vitro par la biotine ligase de £ col/i (BirA) purifiée,
ils ont considérablement augmenté la quantité de protéine de fusion biotinylée. Une
autre stratégie est la coexpression de BirA avec la protéine de fusion (de Boer et al.,
2003), stratégie qui se révele etre particulierement utile dans le cas d'expression en
cellule de mammiféres car la biotine ligase endogene semble moins efficace pour
biotinyler les domaines d'origine procaryote.

Tucker et Grisshammer, (1996) ont testé une étiquette « domaine accepteur de
biotine » de 13 acides aminés pour la purification du récepteur a la neurotensine de rat
apres expression dans £. coli. Le principal probleme rencontré a été un faible taux de
biotinylation de la protéine de fusion (15%). Ce probleme a été partiellement résolu par
coexpression de la biotine ligase d'£. col/i (BirA) : 75% de protéines de fusion se fixent
alors sur la résine d'avidine.

De maniére générale, les auteurs concluent que l'utilisation de cette stratégie

permet I'obtention d'une fraction pure et active.

I.3.3.4 Quelques variations possibles lors de la purification d'une

protéine membranaire

a) Addition de lipides durant la purification

Comme il a été décrit dans le paragraphe de solubilisation, pour permettre la
purification de protéines membranaires, il faut I'Gter de son environnement naturel, la
bicouche lipidique. Pour pallier les éventuels effets de la délipidation, il est possible
d'ajouter des phospholipides exogénes dans les tampons utilisés au cours de la
purification. Lors de la mise au point de leur systéme de purification de SERCA, Miras
et ses collaborateurs ont montré que l'addition de phospholipides pouvait améliorer
l'activité ATPasique des SERCAs exprimées dans les fractions membranaires des
cellules 579, mesurée en présence de Ci;Es (cf. Figure I.3-8 ), et que cet effet

dépendait de la nature du phospholipide ajouté (Miras et a/., 2001).
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Figure I.3-8 : Effet de l'ajout de phospholipides sur |'‘activité ATPasique de

membranes exprimant SERCA, mesurée en présence de C;,Es (d'aprés Miras et al.,

2001)

La mesure est effectuée d 25°C en présence de Img.mL” de Ci:E5 En absence de
phospholipides, lactivité est denviron 50 nmol/mg/min. e :phosphatidylcholine V :
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25
£
9
« 20
°
(-9
2 s
]
g <
& _E_ 10
S8
w2
g g s DOPC-Na
|
DOPC-K
ol —— e ——— e
o 50 100 150 200 250 30

Time-hours

Figure I.3-9 : Conservation de l'activité de I'ATPase Na/K aprés purification en

présence de DOPC, DOPS ou DOPC/DOPS (extrait de Cohen et al., 2005)

L'ATPase purifiée par la méthode « His» en absence de ljpides exogénes est
inactive. Les différentes préparations sont stockées a O°C. Lactivité mesurée

correspond d la formation d'intermédiaire phosphorylé d partir de [y-*>P] ATP a O°C.
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De méme, lors de la mise au point de leur protocole de I'expression de |' ATPase
Na/K, Cohen et al, (2005) ont réalisé une étude intéressante sur I'effet des lipides
exogénes sur la conservation de l'activité de la protéine purifiée. La encore, I'effet est

dépendant du phospholipide ajouté (c7. Figure I.3-9).

b) Elimination de I'étiquette grdce a I'utilisation de protéases.

L'étude de la protéine d'intérét purifiée sous forme de protéine de fusion peut
nécessiter I'élimination de I'étiquette. L'insertion d'une séquence d'acides aminés unique
susceptible d'étre reconnue et coupée par des protéases spécifiques permet |'élimination
de I'étiquette. Cette étape peut servir a I'élution de la protéine d'intérét ou peut étre
réalisée lors d'une étape ultérieure. Différentes endoprotéases peuvent €tre utilisées.
Citons entre autres, la thrombine, le facteur Xa, la TEV.

L'utilisation de ces protéases n'est pas sans inconvénient : tout d'abord, le choix
de la séquence de coupure, et donc de la protéase utilisée, doit tenir compte de la
séquence de la protéine d'intérét, afin d'éviter toute protéolyse. Toutefois, les
protéases ne sont pas totalement spécifiques et des protéolyses peuvent avoir lieu au
niveau de séquence he correspondant pas a la séquence consensus (Jenny et al., 2003).
Par ailleurs, la protéase se retrouve alors mélangée avec la protéine d'intérét. La pureté
de I'échantillon est donc diminuée. L'élimination de la protéase nécessitera donc une
étape de purification additionnelle. Il existe par exemple des résines de
chromatographie anti-protéase (par exemple la Benzamidine Sepharose pour la
thrombine). Une autre stratégie consiste a utiliser une protéase recombinante, elle-
méme étiquetée (stratégie utilisée avec la TEV, voir par exemple Mohanty et Wiener,
2004).

Notons que I'élimination de I'étiquette est une option plus rarement utilisée lors
de l'utilisation d'une étiquette histidine, bien qu'il ait été montré que cette étiquette
pouvait avoir une action délétere sur l'activité (voir, par exemple, lorsque I'étiquette est

placée en N-terminal pour la purification du MscL, Berrier et al, 2004). Dans le cas des
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protéines solubles, elle est plus couramment utilisée pour éliminer des étiquettes de plus

grosse taille, comme |'étiquette GST par exemple (pour revue, voir Jenny et al/, 2003).

¢) Utilisation d'une deuxiéme étape de purification pour améliorer

la pureté.

Si la pureté obtenue aprés la chromatographie d'affinité est jugée insuffisante, il
est possible d'ajouter une deuxieme étape de purification. Cette étape peut €tre une
nouvelle chromatographie d'affinité, on parle alors de purification en tandem. La
deuxieme chromatographie peut utiliser un ligand naturel de la protéine. Cette
stratégie a par exemple été testée par Lenoir et al, (2002): aprés purification de
SERCA1la-6His sur colonne de nickel, ils ont utilisé la colonne Red120. Ceci leur a permis
d'augmenter la pureté mais également l'activité spécifique de SERCA. Par contre cette
étape entrdine une perte de 75 % de SERCA disponible (Lenoir et al, 2002). Il est
également possible de réaliser des chromatographies dites «en tandem » grdce a
I'utilisation de deux étiquettes différentes fusionnées a la protéine.

La deuxieme chromatographie peut également utiliser les propriétés chimiques de
la protéine d'intérét : cette stratégie a par exemple été utilisée par Portmann et Solioz,
(2005) : apres une purification « Histidine » de I'ATPase Cu, ils ont utilisé une colonne
échangeuse d'ions. Cohen et a/, (2005) ont eux utilisé une chromatographie d'exclusion
par la taille pour augmenter la pureté de leur préparation d'’ATPase Na/K.

Si cette étape additionnelle permet d'augmenter la pureté de I'échantillon, elle

fait aussi baisser le rendement en quantité de la purification.

Le choix d'un systéme d'expression et de purification n'est pas chose aisée : le
systeme est empirique, il est difficile de prédire quel systeme sera le plus efficace pour
aboutir a la purification de la protéine d'intérét. De plus, ce choix peut reposer sur
d'autres critéres, comme la simplicité d'utilisation du systeme, le colit de production et
de purification de la protéine, la capacité de contrdler le produit final et les
modifications introduites, le temps requis pour le clonage du géne codant pour la

protéine a purifier, les contraintes réglementaires... Toutefois la maftrise de toutes ces
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techniques, en parallele avec les techniques d'analyses (biophysique, cristallographie...) a
permis et continuera de permettre I'approfondissement de la connaissance a la fois de la
fonction et de la structure des protéines membranaires : de nombreuses avancées ont
été faites ces derniéres années, dont notamment les premiéres structures a haute

résolution de protéines membranaires d'origine mammalienne.
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I.4 Objectifs de mon travail de thése

La partie I.2 de cette introduction montre que I'ATPase Ca®* du réticulum
sarcoplasmique du muscle squelettique SERCAla a été le sujet de nombreuses études, a
la fois fonctionnelles, et depuis plus récemment, structurales. Pour réaliser ces études,
les différents auteurs ont utilisé, soit 'ATPase native, soit 'ATPase exprimée et
éventuellement purifiée grdace a l'utilisation de différents systemes d'expression et de
purification, décrits dans la partie I.3. Dans notre laboratoire, un travail important a
déja été mené pour exprimer puis purifier SERCAla a partir de la levure S. cerevisiae
(Centeno et al, 1994; Lenoir et al, 2002). Parallélement a la mise au point de la
purification par la méthode « histidine » décrite par Lenoir et al (2002), une autre
stratégie de purification a été démarrée au laboratoire, utilisant I'étiquette «domaine
accepteur de biotine ». En utilisant la forte interaction entre I'avidine et la biotine, donc
en augmentant l'interaction étiquette/ partenaire, un des objectifs de cette nouvelle
stratégie de purification était d'augmenter la pureté et le rendement de purification.

Au démarrage de ma these, le protocole de la stratégie de purification
« biotine » restait a améliorer, des difficultés ayant été rencontrées notamment pour
I'élution de la protéine. Par ailleurs il nous était apparu intéressant de profiter de
I'expérience acquise sur lisoforme SERCAla pour tenter d'exprimer, de purifier et
d'étudier des isoformes SERCA3. En effet, comme il a été dit dans les paragraphes
I.2.2.3 et I.2.3.1a), cette famille d'isoformes est peu connue. La purification de ces
isoformes pourrait permettre d'approfondir les connaissances concernant les propriétés
biochimiques de ces isoformes, pour tenter de mieux comprendre les différences
fonctionnelles qui les distinguent, d'une part des isoformes SERCAl et SERCAZ2, et
d'autre part les unes par rapport aux autres. La compréhension de ces distinctions
pourrait apporter des éléments permettant de comprendre quel réle particulier peut
jouer chacune des isoformes SERCAs, lorsque plusieurs d'entre elles sont exprimées

dans une méme cellule.
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Le but initial de mon travail de these était donc d'améliorer la purification par la
méthode « biotine » et, en cas de succés de I'appliquer a la purification de SERCA3-
BAD.

La mise au point de la purification par la méthode « biotine » constitue la
premiére partie des résultats présentés dans ma thése. Si les rendements de
purification ne sont pas meilleurs que ceux obtenus précédemment par la méthode
« histidine », nous verrons que I'ATPase SERCAla conserve mieux ses propriétés
biochimiques apres purification par la méthode « biotine» que par la méthode
« histidine ». Par ailleurs, grdce a I'addition d'une étape supplémentaire de purification
nous obtenons une protéine pure a plus de 70%. Ces résultats ont permis des essais de
cristallisation. Le succés des essais de cristallisation de I'ATPase sauvage SERCAla
purifiée apres son expression hétérologue dans la levure sera présenté dans une
seconde partie. Cette réussite a ouvert la voie vers des essais de cristallisation de
mutants. Je présenterai également dans la deuxiéme partie des résultats, les essais de
cristallisation d'un mutant E309Q. Ce mutant, supposé ne fixer qu'un seul calcium et ne
pas hydrolyser I'ATP (cf. paragraphe I.2.4.2 page 45), pourrait fournir une structure
d'un état conformationnel supplémentaire adopté par SERCAla au cours de son cycle
catalytique.

Parallelement a ces travaux sur SERCA1, des expériences ont été menées pour
essayer d'étudier SERCA3. Un premier essai d'expression chez S. cerevisiae de
SERCA3, plus précisément de l'isoforme SERCA3a de rat, a été suivi d'un premier essai
de purification de cette isoforme par la stratégie « biotine ». Les résultats obtenus
nous ont poussés a essayer d'améliorer I'expression de SERCA3a de rat. La difficulté a
analyser les résultats, faute d'anticorps suffisamment sensible pour détecter de faible
quantité de SERCA3a de rat, nous a poussés a envisager |'expression et la purification
de l'isoforme SERCA3a humaine, pour laquelle des anticorps plus sensibles existent. Ce
choix a également été justifié par la découverte de nouvelles isoformes humaines et de
la spécificité inter-espéces des SERCA3 (cf. paragraphe I.2.2.3 et Martin et a/, 2002;
Bobe et al, 2004). Il nous a par ailleurs semblé que les études biochimiques seules ne

nous permettraient pas de comprendre le réle de ces isoformes. En effet, dans les
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cellules exprimant au moins une des isoformes SERCA3, jusqu'a présent, l'isoforme
SERCA2b a toujours été également détectée. Aussi, parallelement d ces tentatives
d'expression et de purification, dans le but de connditre la localisation subcellulaire des
différentes isoformes SERCAs dans une cellule, des expériences d'observations

miscroscopiques ont été menées.
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II.1 Clonage des genes d'intérét dans un vecteur navette et transformation

de ce vecteur chez la levure Saccharomyces cerevisiae

Le systéme d'expression choisi pour toutes ces études est la levure 5. cerevisiae.
Les avantages de ce choix ont été discutés dans l'introduction. Pour une question de
rapidité et defficacité, il est toutefois préférable de réaliser les manipulations
génétiques sur des plasmides pouvant €tre transformés dans les bactéries. Le vecteur
utilisé est donc un vecteur qualifié de navette, servant de vecteur de clonage chez

E. coliet de vecteur d'expression chez S. cerevisiae.

IT.1.1 Description du vecteur navette utilisé

Ce vecteur a été fourni au laboratoire par Denis Pompon (C6M, Gif-sur-Yvette).
Ses principales caractéristiques sont présentées sur la Figure IT.1-1.

Ce vecteur possede des caractéristiques permettant son utilisation comme
vecteur de clonage chez £ coli: il posséde en effet une origine de réplication
bactérienne (Ori E. coli) et un gene de sélection (Amp") qui conferera a la bactérie
transformée par ce plasmide une résistance a l'ampicilline.

On trouve également sur ce vecteur des caractéristiques qui en feront un
vecteur d'expression chez la levure. L'origine de réplication 2-y assure que le nombre de
copies est maintenu de maniére stable dans la lignée de levures. Le vecteur porte
différents marqueurs de sélection chez la levure : le marqueur URA3 et ADE2, qui vont
complémenter les génotypes ura et ade de la souche de levure utilisée. (cf. paragraphe
IT.1.3.1page 101). Par ailleurs, il possede les éléments nécessaires a I'expression d'un
géne : un promoteur (Pro GALIO-CYCI) et une séquence de terminaison (Ter PGK). Le
promoteur GALI0-CYCI est un promoteur fort inductible par le galactose contenant la
séquence initiatrice de la transcription du cytochrome c; (CYCI) et la séquence

transactivatrice du promoteur GALIO (Pedersen et al., 1996, Lenoir et al., 2002),
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séquence reconnue par l'activateur de transcription Gal4p (cf. également Figure II.1-4

pagel03).

SERCA
- Pro
Ter 1 GAL10-CYCT
PGK v
"“;;1:. ] % URA 3

'
o

ADE 2

pYeDPG0

Ori yeast
(2 1)
Ori E. coli

Amp’

Figure IT.1-1 Description du vecteur navette pYeDP60

Amp" . géne de résistance a lampicilline- Ori E.coli : origine de réplication
bactérienne- ADE2 et URA3 . margueurs de sélection chez la levure,- Pro GAL10-
CYC1 : promoteur inductible par le galactose - Ter PGK : séquence de terminaison de

la phosphoglycérate kinase.-Ori yeast (2 1) : origine de réplication chez la levure.

94




TECHNIQUES UTILISEES : PRINCIPES ET PROTOCOLES

II.1.2 Préparation des constructions chez E. coli

IT.1.2.1 Stratégies choisies pour le clonage des différentes SERCA

étudiées :

a) Clonage de SERCAla , SERCA1-E309Q et SERCA3a de rat:

Ces constructions ont été réalisées par Christine JAXEL. La construction du
plasmide SERCA1-BAD est décrite dans la partie Matériels et Méthodes de l'article I.
La mutation E309Q de SERCAla a été réalisée précédemment au laboratoire (cf.
Lenoir en préparation) : elle a été réinsérée dans le vecteur pYE60-SERCAIBAD a partir
du vecteur pYE60-SERCA1-6His-E309Q. L'ADNc de l'isoforme SERCA3a de rat a été
fourni au laboratoire dans le vecteur pcDNA3 (obtenu aupres du Dr A-M Lompre). Il a

été inséré dans le vecteur pYE60-BAD.
b) Clonage de SERCA3a humain

L'ADN du gene codant pour la protéine SERCA3ah nous a été aimablement fourni
par Jocelyne ENOUF (INSERM, Hopitdl Lariboisiere, PARIS). Il était initialement cloné
dans le plasmide pcDNA. J'ai replacé la séquence codante pour SERCA3ah dans le
plasmide pYEDP60, sous contrdle du promoteur GALIO-CYCI et avec la séquence codant
pour le site de coupure de thrombine suivie de la séquence codant pour le domaine
accepteur de biotine.

Pour ce faire, j'ai utilisé la méthode suivante (¢7. Figure II.1-2) : dans un premier
temps, jai amplifié par PCR un fragment « HindIII-EcoRI-S3ah-TB» a partir du
plasmide pcDNA-SERCA3ah. J'ai utilisé une amorce 5 HindIII-EcoRI-S3ah: (5')
TATAAGCTTAGAATTCTAGTATGGAGGCGGCGCATCTGCTCCCGGCCGCC (3'). La partie en
gras correspond aux premiers nucléotides de la séquence codant pour SERCA3ah. La
partie soulignée correspond a la séquence se trouvant juste en amont de la séquence

codant pour SERCA1-BAD dans le plasmide pYeDP60. L'amorce 3' S3ah-TBc (5)
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CGCCGT GGATCCTCTTIGGAACCAAACCACCCTTCTGGCTCATTTCTTCGTGCATGTGGTT  (3')

est complémentaire de la partie 3' de 'ADNc SERCA3ah (en gras) a laquelle auraient été
ajouté deux glycines (en italique non souligné), la séquence codant pour le site de
coupure par la thrombine (italique souligné) puis le début de la séquence codant pour le
domaine accepteur de biotine (en gras souligné). Le produit de PCR inclut donc la
totalité de 'ADNc SERCA3ah avec en aval le début de la construction BAD utilisé pour
SERCAla -BAD (c¢f. IL.12.1a) et Figure IL.1-2A). Parallelement, jai amplifié un
fragment « Thr-BAD » & partir du plasmide pYEDP60 grdace d une amorce 5 TB (5')
GGTGGTITGGTTCCAAGAGGATCCACGGCG (3') correspondant a la séquence codant pour

deux glycines (en italique non souligné), le site de coupure par la thrombine (italique
souligné) puis le début du domaine accepteur de biotine (en gras souligné) et a une

amorce 3 « BAD-SacII-BsrgIc», (5) TATGTACATCCGCGGTTAGGTCATCAGGGTG

TCGCCGACCGCCAC (3') complémentaire de la séquence codant pour la partie C-terminale

du domaine accepteur de biotine (souligné) a laquelle a été ajoutée la séquence codant
pour un site de restriction SacII (italique) et BsrgI (gras) (cfFigure II.1-2B). Pour
obtenir le fragment « HindIII-EcoRI-S3ah-BAD-SacII-BsrgI », j'ai utilisé la technique
de PCR par hybridation : les fragments précédemment obtenus sont incubés dans un
mélange pour PCR (cf. I1.1.2.2a)) sans amorces pour un cycle : c'est I'étape d’hybridation.
Puis les amorces 5' « HindIII-EcoRI-S3ah » et 3'« BAD-SacII-BsrgIc » sont ajoutées
au mélange réactionnel, qui subit alors des cycles de PCR standard. Méme en faisant
varier les conditions expérimentales (notfamment les températures d'hybridation) je n'ai
pas réussi a obtenir le produit souhaité. J'ai donc du opter pour une deuxiéme stratégie.

J'ai amplifié par PCR le fragment « SbfI-S3ah-TB» en utilisant I'amorce 5'
« SbfI » (5") CGACACCGACCTGCAGGCTC (3') correspondant a la séquence 1364 a 1383 de
SERCA3a humain, incluant un site de restriction par I'enzyme SbfI (souligné), unique
dans le plasmide pcDNA-S3ah, et l'amorce 3' « S3ah-TBc » décrite ci-dessus. J'ai
ensuite réalisé une hybridation-PCR entre ce fragment et le fragment « Thr-BAD », en
utilisant les amorces 5 « SbfI» et 3' « BAD-SacII-BsrgIc». J'ai ainsi obtenu le
fragment « SbfI-S3ah-BAD ». Pour obtenir la construction souhaitée, jai tout d'abord

inséré le fragment « HindIII-S3ah » dans le vecteur pcDNA en utilisant une digestion
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par HindIIT et par SbfI (c¢f. Figure II.1-2C).. Puis jai inséré dans le vecteur ainsi

obtenu, le fragment « SbfI-S3ah-BAD » en utilisant les enzymes SbfI et BsrgI (cf.

Figure II.1-2D). Pour finir, j'ai cloné le fragment « EcoRI-S3ah-BAD » dans pYeDP60 en

utilisant les enzymes EcoRTI et SacIT.

ADNCc Serca3ah (dans pcDNA)

i PCR

ADNc Serca3ah (dans pcDNA)

Sbfl

*

Hind 1T Sbfl Bsrgl
Plasmide pcDNA
Digestion par

HindIII et Sbfl
et ligation

Sbfl

Bsrgl

Plasmide pcDNA

ADNc Serca- BAD (dans p YeDP60)

PCR
Sbfl ‘%’CR
_-
[
l Hybridation puis PCR
avec les amorces Sbfl et
BAD SaclI -Bsrgl
Sbfl
—
st Bsrgl Sbfl
= _
Plasmide pcDNA

J Digestion par Sbfl et Bsrgl et ligation

Sbil BsrGI

SERCA3ah-BAD dans le plasmide pcDNA

Figure IT.1-2 Stratégie de clonage de SERCA3ah : obtention de SERCA3ah-BAD

dans le plasmide pcDNA

A- Obtention du fragment HindIII-EcoRI-S3ah-TB. B-Obtention du fragment Sbfl

S53ah BAD. C- Clonage de HindIII-EcoRI S3ah dans le plasmide pcODNA. D-Clonage de

HindIIIT-EcoRI-53ah-BAD-SacII-Bsrgl dans le plasmide pcODNA.
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IT.1.2.2 Réalisation, amplification et séquengage des constructions

plasmidiques :

a) PCR et PCR par hybridation.

Les PCR sont réalisées a partir de 10, 1 et 0,1 ng de matrice ADN, avec 1,25U
d'enzyme PfuTurbo® ADN polymérase (STRATAGENE®), 200 pM de mélange
équimolaire de dNTP, 0,25uM de chacune des amorces et gsp 50uL 1X du tampon fourni
avec l'enzyme. L"étape de dénaturation a chaque cycle se déroule a 94°C pendant 1 min
(5 min pour le tout premier cycle). L'étape d'hybridation dure 1min et la température est
dépendante des amorces, toutefois on teste généralement une température de 65°C.
Pour définir la durée de I'étape d'élongation, on considere qu'il faut 1 min a I'enzyme pour
répliquer 1000 bases et on ajoute 1 min de sécurité lorsque la matrice fait plus de 10 kb.
On réalise 30 cycles « dénaturation-hybridation-élongation ». Si nous rencontrons des
difficultés a amplifier certains fragments, nous testons différentes températures
d'hybridations et/ou différents temps d'élongation.

Lorsque nous réalisons une PCR dite par hybridation, le but est de joindre
deux fragments d'’ADN, généralement obtenus précédemment par PCR, grdce a une
partie de leur séquence qui est commune (c7.Figure IIL.1-3). Le mélange réactionnel de
départ est constitué de 10° copies du plus grand fragment, de 10.10%, 5. 10® ou 2. 10®
copies de l'autre fragment, de 200 yM de mélange équimolaire de dNTP, 2,5U d'enzyme
Pfu, gsp 50uL 1X du tampon fourni avec I'enzyme. Les amorces sont rajoutées au terme
du premier cycle a une concentration finale de 0,25uM. Au cours du premier cycle, la
durée d'hybridation est de 2 min a 65°C et I'élongation se déroule pendant 10 min a 72°C.
Les cycles suivants se déroulent selon les conditions standard de PCR décrites ci-dessus.
En cas de difficulté, il est possible de faire varier la quantité des matrices, le rapport
entre les quantités des deux matrices ainsi que la température d'hybridation du premier

cycle.
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5 35 3

dénaturation puis
hybridation
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5’ 3’
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. Gon gation
l Produit final
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Figure IT.1-3 Schématisation d'une PCR par hybridation.

Le premier cycle de PCR se réalise en absence damorces. Aprés dénaturation, la
séquence commune aux deux fragments de génes a joindre va s’hybrider, permettant

d la polymérase de se servir de la partie non commune comme matrice

b) Clonage et transformation des bactéries

Avant de réaliser les digestions enzymatiques nécessaires au clonage, il est
souvent souhaitable de concentrer les produits de PCR obtenus. Pour cela, un dessalage
est tout d'abord réalisé grace a I'utilisation de la résine 6100 Sephadex, qui permet
I'élimination de molécules de taille inférieure a 100kDa , donc les ions mais également les
enzymes de restriction (pour plus de détails voir Corre et al., 1997). La phase aqueuse

des réactions PCR utilisées est regroupée dans un méme tube. 850uL de résine 6100 en
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suspension sont rincés dans du tampon TE' ( 10mM Tris pH8- 0,1mM EDTA). 200.L du
mélange a dessaler sont déposés sur la colonne de résine formée aprés centrifugation a
3500 rpm (1000 gq, centrifugeuse JOUAN MR22) dans un spin module (Q-BioGene). On
récupere le filtrat aprés centrifugation a 3500 rpm pendant 8 min. On renouvéle
I'opération autant de fois que nécessaire, sachant qu'on peut charger jusque 1mL total
sur une colonne formée a partir de 850pL de résine en suspension.

Le filtrat ainsi obtenu est concentré par précipitation a I'éthanol. Dans un premier
temps, pour la précipitation a proprement parlé, on ajoute un mélange salin et de
I'¢thanol (0.825M AcNH4-66.25% éthanol final) et on laisse la précipitation se dérouler
d -20°C pendant 30min. Aprés centrifugation pendant 30 min a 15 000 rpm (18500 ga),
on rince les culots 2 fois avec de I'éthanol 70%, puis avec de I'éthanol 100% avant de les
faire sécher puis de les reprendre dans le volume souhaité d'eau.

Les différentes digestions enzymatiques sont, la plupart du temps, réalisées
successivement. 5-10ug d'ADN purifié sont mis a incuber avec I'enzyme de restriction
choisie, dans le tampon, pendant la durée et & la température préconisés par le
fabricant. Aprés chaque digestion, les coupures sont vérifiées par migration
électrophorétique sur gel d'agarose.

Les fragments d'/ADN d'intérét sont récupérés par élution : Aprés une séparation
par migration électrophorétique, les fragments sont élués en utilisant la méthode
« Quick-Pik™ Electroelution Capsule » (Stratagene).

La ligation des différents fragments se déroule dans un milieu contenant environ
80 ng de vecteur et 2 fois plus de molécules d'inserts. Le produit de ligature obtenu
sert a transformer des bactéries £ col/i JMI09. Les bactéries sont rendues
compétentes par traitement au chlorure de calcium: 100mL de milieu LB sont
ensemencés avec une préculture de bactéries JM109. Aprés deux heures de croissance,
les bactéries sont centrifugées puis le culot est incubé dans le tampon A (50mM CaCl,-
10 mM Tris pH8) pendant 30 min dans la glace. Aprés centrifugation 5 min a 5000 rpm
(2000 gay, centrifugeuse JOUAN MR 22), le culot est repris dans 1,5 mL de tampon A
puis incubé dans la glace pendant 1h. 90uL du produit de ligation sont mélangés a 100uL
de la suspension de bactéries compétentes avec 104l de tampon B (500mM CaCl,-50mM
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Tris pH 8). Le mélange est laissé 1h dans la glace puis un choc thermique est réalisé en
plagant les tubes 5 min a 37°C. 800uL de milieu LB sont alors ajoutés et les tubes sont
placés a 37°C pendant 1h, afin de laisser le temps au géne de résistance de s'exprimer.
Etant donné le gene de résistance porté par le vecteur navette pYEDP60 (c7Figure
IT.1-1 page 94), ces bactéries transformées sont ensuite étalées sur boite de milieu
Luria Broth additionné d'ampicilline. En cas de probléme, le rapport vecteur/ insert est
modifié.

L'ADN plasmidique est purifié a partir des bactéries transformées en utilisant la
méthode QIAprep® Miniprep (Qiagen).

Chaque ADN préparé est vérifié par séquengage en utilisant un séquenceur
automatique ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing géré par le service du
DIEP au CEA-Saclay. Les ADN a séquencer sont soumis a un cycle de PCR en présence
dune seule amorce et dun mélange de désoxynucléotides contenant des di-
désoxynucléotides (ddNTP) couplés a un fluorochrome différent pour chaque type de
ddNTP. L'incorporation d'un ddNTP bloque I'élongation. Les différents produits de PCR
sont ensuite récupérés par précipitation a I'éthanol et les ADN sont repris dans le
tampon d'analyse. Lors de l'analyse par le séquenceur, le dernier nucléotide incorporé
sera détecté grdce au fluorochrome couplé. Grace a cette méthode des fragments de

300 a 400 bases peuvent €tre séquencés.

II.1.3 Transformation de S. cerevisiae par le vecteur navette

IT.1.3.1 Présentation de la souche de levure utilisée :

Nous avons utilisé la souche W3031.b/Gal4 (a, leu2, his3, trpl:: TRPI-Psa10-GALS,
ura3, ade2-1, canl’, cir’) décrite dans Lenoir et al. (2002)(voir signification des notations

dans le Tableau II.1-1).
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Symbole génétique

Signification

ADEZ Allele sauvage, contrdlant la production d'adénine
ADEZ Locus ou alléle dominant.
adel Locus ou allele récessif conférant une auxotrophie pour I'adénine.
ade2-9 Alleéle ou mutation spécifique
Ade’ Souche prototrophe pour I'adénine
Ade Souche auxotrophe pour l'adénine
Ade2p Protéine codée par ADE2
ADEZ mRNA ARNm transcrit a partir de ADEZ
ade2-Al Délétion spécifique, complete ou partielle de ADEZ
ADEZ::.LEUZ Insertion du géne LEUZ fonctionnel au nhiveau du locus ADEZ;
ADEZ restant fonctionnel et dominant
ade2::LEVZ Insertion du géne LEUZ fonctionnel au niveau du locus ADEZ;
adeZ étant ou devenant non fonctionnel
CYCI-ADEZ Fusion entre les genes CYCI et ADEZ, les deux genes étant
fonctionnels
Peyer-ADEZ Fusion entre le promoteur CYCI et ADEZ, le géne ADEZ est
fonctionnel
a Type sexuel de la souche de levure

leu2, his3, ura3, ade2-1

Trpl:: TRPI-P sy 10-GAL4

can’

Cir*

Levure auxotrophe pour la leucine, l'histidine, l'uracile et
I'adénine

Insertion de TRPI et GAL4 sous contrdle du promoteur GALIO,
TRPI et 6AL4 étant fonctionnels

Souche sensible a la canavanine sulfate

Présence d'un plasmide 2-ym

Tableau IT.1-1 Nomenclature en génétique de la levure en utilisant ADE2 comme

exemple et application a la souche W303.1.b (adapté de Sherman, 1998)
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Cette souche de levure est auxotrophe pour deux acides aminés : la leucine et
I'histidine, ainsi que pour deux bases azotées: l'uracile et I'adénine. Ces substances
essentielles devront &tre apportées, soit par le milieu de culture, soit par
complémentation.

De plus, il a été inséré dans le génome de cette levure le géne GAL4 sous
contrdle du promoteur GALIO. Cette construction, d'aprés une idée de Schultz et al,
(1987), permet d'augmenter le nombre de copies de la protéine Gal4p suite a l'ajout de

galactose dans le milieu (¢7. Figure IL.1-4).

galactose
|+
Inducteur Gal3p n \1/_»
+ /’/ glucose
Répresseur Gal80p é:// _/
/ Activation de la
. . \4/ transcription des
ctivateur de X
Ivat > génes sous
transcritption Galdp T contrdle du
N} » promoteur GAL!
glucose - Polll Polll  ou GALIO

Figure II.1-4 Systéme Gal4p chez la levure

La protéine Gal 4 est un facteur de transcription qui interagit avec les séguences
nucléotides des promoteurs des protéines GAL1 et GAL 10. En absence de galactose, le
facteur de transcription Gal4p est réprimé par la protéine Gal80p (Lohr et al., 1995,
Bhat et Murthy, 2001). La présence du galactose dans le milieu va activer linducteur
Gal3p, qui va lever la répression exercée par Gal80p. En absence de glucose,(Johnston,
1999), la protéine Gal4p va alors activer la transcription des génes situés en aval du

promoteur.
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De maniere constitutive, Gal4p est faiblement exprimée. Grdce a la construction
Psario-GAL4, l'ajout de galactose dans le milieu permet, non seulement de lever la
répression des protéines Gal4p déja présentes, mais également d'amplifier la quantité
de protéine Gal4p et par conséquent d'augmenter I'expression des genes sous contrdle
des promoteurs GAL1 et GAL10, y compris ceux présents dans les vecteurs d'expression

transfectés dans la levure ( ¢f. paragraphe II.1.1)

IT.1.3.2 Transformation des levures :

Les levures sont transformées grdace a la méthode a l'acétate de lithium. Un
traitement par l'acétate de lithium rend les cellules de levures compétentes. L'utilisation
d'un ADN entrdineur et de PEG permet d'augmenter l'efficacité de transformation
(Gietz et al., 1992).

4.10° cellules de levures sont utilisées pour chaque préparation de levures
compétentes. Apres centrifugation des cultures de levures 10min a 5000rpm, rotor
JA12 (3000 gay, centrifugeuse Beckman Coulter™), les culots sont lavés deux fois par de
I'eau stérile froide. Les culots sont ensuite lavés deux fois dans du tampon lithium froid
(0,IM Acétate de lithium - 0,0IM Tris pH 7,5 - ImM EDTA) avant d'étre incubés 15 min
a 30°C dans ce méme tampon.

Le méme jour, les cellules compétentes ainsi obtenues sont mélangées avec 'ADN
transformeur et a I'ADN entrdineur dans du fampon PEG (40% PEG 4000-0,1M Acétate
de lithium - 0,0IM Tris pH 7,5 - ImM EDTA). Un témoin négatif avec de l'eau stérile est
réalisé a chaque fois. Pour faire entrer I'ADN par choc thermique, ce mélange
réactionnel est incubé pendant 30 min dans un bain marie a 30°C, puis 20 min dans un
bain marie a 42°C. La suspension est ensuite centrifugée en présence de liquide de
Ringer et les culots de levures sont repris dans du liquide de Ringer avant d'étre étalés
sur boftes de milieu minimum S6 complémenté en adénine (20pg/mL) (S6A). Le résultat

de la transformation est observable aprés culture de 48h a 28°C.
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II.2 Expression et purification des SERCAs

II.2.1 Mini expression :

Avant de démarrer la culture de levures transformées de 2L ou plus, nous testons
I'expression de la protéine d'intérét par quelques clones sur de plus petits volumes.

Au début de ma thése, ces tests se déroulaient en milieu minimum : le premier
jour, le clone était mis en culture dans 5mL de milieu S6A (milieu sélectif avec glucose)
a 28°C pendant 18h. Cette préculture servait a ensemencer 10 mL de S5A (milieu
sélectif avec galactose), la présence de galactose permettant l'induction de I'expression
de la protéine d'intéret (cf. IL.1.3.1). La culture était placée sous agitation a 28°C
pendant 17h environ. Par la suite, nous avons jugé qu'il était sans doute préférable de
sélectionner les clones dans des conditions se rapprochant de celles utilisées pour la
maxi expression. Dans ce cas, aprés une préculture en milieu S6A, les cultures sont
réalisées en milieu riche YPGE2X pendant 24h. Nous ajoutons ensuite 2% (m/v) de
galactose et remettons la culture 12h a 18°C.

Suite A ces cultures, 1,5.10% levures sont utilisées pour réaliser un broyage puis
une précipitation des protéines par TCA afin d'analyser I'expression. Les levures sont
centrifugées a 10 000 rpm, (8000 g, centrifugeuse Jouan MR22) a 4°C pendant 5 min.
Aprés un lavage dans du NaN3 10 mM, les culots sont repris dans 400 pL de NaN3 10mM
TCA 2%. Les levures sont ensuite broyées mécaniquement grdace a l'ajout de billes de
verres de 0,5 mm de diamétre et a I'utilisation d'un vortex pendant 8 min a vitesse
maximale. Les billes sont lavées 3 fois avec du TCA 2%. Le broyat ainsi récolté est
laissé 15 min dans la glace, ce qui permet la précipitation des protéines, puis centrifugé
a 19 500 rpm ( 30000 g,,, centrifugeuse Jouan MR22) a 4°C pendant 15 min. Les culots

sont suspendus dans du Tris 100mM pH8 et conservés a -80°C.
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II.2.2 Maxi expression :

Elle est réalisée sur la souche sélectionnée en mini expression. Le protocole est
décrit dans la partie « Materials and Methods » de l'article I. Suivant les expériences,
de 500mL a 8L de culture sont réalisés. Il faut au minimum 5 jours pour mettre en
ceuvre cette maxi expression: apres deux précultures en milieu minimum S6A, des
fernbachs contenant du milieu riche YPGE2X (2% VYeast extract-1% glucose- 2%
bactopeptone -2.7% éthanol) sont ensemencés (t=Oh). La présence d'un promoteur
inductible nous permet de séparer la phase de croissance des levures (jusque t=36h) de
la phase d'expression de la protéine d'intérét. Il a été montré au laboratoire qu'une
deuxiéme induction a t=49h avant un arrét 6h plus tard était favorable a I'expression de
la protéine SERCA-His, et que le déroulement de la phase d'expression a 18°C favorisait

son adressage dans les membranes Iégeres. (Centeno et al,, 1994; Lenoir et al., 2002)

IT.2.3 Fractionnement

Ce protocole a évolué au cours de ma thése. La version finalement adoptée est
décrite dans la partie « Materials and Methods » de l'article I. De maniere simplifiée,
aprés la culture, les levures sont récupérées par centrifugation sous forme de culots.
Apres un ringage dans l'eau, destiné a éliminer les restes de milieu de culture, les
levures sont lavées avec un tampon TEKS (50mM Tris pH 7,5 -ImM EDTA-0,6M
Sorbitol-0,1M KCl) afin de créer un choc osmotique, puis sont broyées mécaniquement en
présence de billes de verres dans un tampon TES (50mM Tris pH 7,5 -1mM EDTA-0,6M
Sorbitol-ImM PMSF). Le broyat récolté est soumis a des centrifugations
différentielles, permettant de séparer les différentes fractions membranaires : le
premier culot (C1) contenant les levures non broyées, le deuxieme culot (C2) contenant
majoritairement les fragments de membranes plasmiques et les mitochondries, et le

dernier culot (C3) contenant majoritairement des fragments de membranes internes.
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Une des évolutions de ce protocole concerne le broyage : dans un premier temps, il
s'effectuait par agitation manuelle puis nous avons testé et adopté l'agitation en
incubateur (cf. Chapitre « Résultats et Discussions »). Pour le fractionnement, nous
avons également testé le protocole de fractionnement complexe décrit dans Lenoir et al.
(2002) et illustré ici dans la Figure IL.2-1A. Il s'est avéré que ce protocole, plus lourd
eN-termes de manipulations, n‘apportait pas un réel gain en rendement (cf. « Résultats
et Discussions »)

Finalement, nous avons opté pour un broyage qualifié de « mécanique » car
utilisant l'agitation @ 350 rpm dans un incubateur, suivi d'un fractionnement qualifié de
simple, illustré dans la Figure II.2-1B.

L'ATPase Ca® représente 1 a 2% des protéines totales des membranes €3, qui
seront utilisées pour la purification. Les membranes C2 contiennent également de
I'ATPase mais des études antérieures au laboratoire ont montré que I'ATPase contenue
dans ces membranes étaient moins active et moins facilement solubilisée (Centeno et

al., 1994; Lenoir et al,, 2002).
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A
Cl1.2 (+TES)
1000g,,
+
\
C2 (+TES)
1000 TES
BT & S1.2
11000 g,
+
N C3 (+ HEPES
. 11000 g, C21 saccharose)
Y, S2.2
125000 g,
N S2
S2.1
P S3
B
BT

1000 gay\
‘(ii‘ Cl1 (+ TES)
11000 g,

S2 C2 (+TES)
125000 g,

S3 C3 (+ Hepes Saccharose)

Figure II.2-1 :Procédures de fractionnement

A-Procédure de fractionnement qualifiée de complexe. B-Procédure de
fractionnement qualifiée de simple ; C : culot- S : surnageant- BT : Broyat total. TES
(50mM Tris pH 7,5 -ImM ED TA-0,6M Sorbitol) et HEPES saccharose (20 mM HEPES
pH7,4 - 0,3M saccharose- 0,ImM CaCl2-) sont les tampons qui servent a reprendre

les culots.
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II.2.4 Solubilisation et Cinétique de solubilisation

Au cours de ma thése, les conditions de solubilisation des membranes C3 ont
évoluées. Les raisons seront explicitées dans le chapitre « Résultats et Discussions ».

Les membranes sont diluées pour atteindre une concentration finale en protéines
totales de 2mg.mL™" dans du tampon de solubilisation (50mM Tris pH7- 0,1M NaCl- 20%
glycérol -ImM CaCl, - 1mM mercaptoéthanol), en présence de DDM 0.6% ; (rapport
détergent/protéines : 3/1 en g/g) et de ImM de PMSF. Au terme du temps de
solubilisation, le mélange est ultracentrifugé a 40 000 rpm dans le rotor Ti 45 (125000
gav) pendant 30 min. Le surnageant, contenant la fraction solubilisée, est conservé.

Lors des tests de cinétique de solubilisation, les mémes conditions sont appliquées.
Au temps souhaité, un aliquot de 200pL est prélevé et mis a centrifuger dans
l'ultracentrifugeuse Beckman TL-100 a 70 000 rpm (rotor TLA-100 125000 g4 )
pendant 30min. Le surnageant est conservé et analysé par western blot (¢f. II.3.1 page

111)

II.2.5 Purification par le systéme « avidine » :

La mise au point de ce protocole a constitué une grande partie de mon travail de
thése. Les différents protocoles utilisés successivement seront décrits dans la partie
« Résultats et Discussions ». Je présente ici le protocole utilisé a la fin de ma thése.

Le solubilisat obtenu est mis en contact avec l'avidine-agarose (Soft Link Avidin
Resin, Promega) préalablement lavée avec du tampon de solubilisation. Pour 10mL de C3,
1,2 mL de résine sont utilisés. Le mélange solubilisat-résine est faiblement agité
pendant toute la nuit en chambre froide. La colonne de résine est ensuite formée dans
une colonne de verre Biosepra sous un débit de 1,5mL/min. Le « passe-tout-droit » (PTD)
obtenu est chargé de nouveau sur la colonne ainsi formée. La résine est ensuite lavée
sous un débit de ImL.min™ avec 10 fois son volume de tampon a haute concentration en

sel (tampon haut sel: 50mMTris pH7- 1M NaCl-20% glycérol- 1ImM CaCl, - 1ImM
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mercaptoéthanol- 0,05% DDM), puis rééquilibrée avec du tampon bas sel (5OmMTris
pH7- 0,15M NaCl-20% glycérol- 2,5mM CaCl, - ImM mercaptoéthanol- 0,05% DDM).
Pour ces deux étapes de lavages, un temps d'attente de 15 min est observé aprés qu'un
premier volume de tampon ait été élué. Pour I'étape de coupure par la thrombine, la
résine est resuspendue avec du tampon bas sel. 40 unités de thrombine sont ajoutées a
ce mélange qui est lentement agité sur une roue a température ambiante pendant 30min.
20 unités de thrombine sont de nouveau ajoutées et l'incubation se prolonge encore
30min . Au bout du temps imparti, I'action de la thrombine est stoppée par ajout de
2,5mM de PMSF. L'élution de SERCA, sans son domaine de fusion, a lieu en chambre
froide sous un débit de 0,5mL.min , grdce a I'ajout de tampon bas sel, mL par mL .
Pour toute cette procédure, une pompe péristaltique est utilisée pour assurer des
débits constants.

La résine (Soft Link Avidin Resin ) est régénérée selon les instructions
préconisées par le fournisseur (Promega), a savoir : un lavage avec 8 volumes d'acide
acétique 10%, puis un lavage avec un tampon 100mM NaPO, pH 7. La résine est ensuite

conservée dans 20% d'éthanol.

II.2.6 Purification par gel filtration en HPLC

L'étape de purification par gel filtration se déroule en HPLC : une colonne TSK-
gel G3000SWy, est utilisée et la procédure est contrdlée par le System Gold (Beckman).

La boucle d'injection utilisée a un volume de 500uL. Une étape de concentration
des éluats obtenus apres purification par chromatographie d'affinité est donc
nécessaire. A cette fin, les éluats sont répartis dans des Centricons €30 ( Amicon) et
concentrés par centrifugation a 5000rpm jusqu'a atteindre un volume final inférieur a
500L.

La colonne de gel filtration utilisée est préalablement lavée avec le tampon
d'¢élution (100mM MOPS pH6,8 - 80mM KCI- ImM MgCl,- ImM CaCl,- 20% glycérol (v/v)-
0,5mg/mL C1;Es ). L'élution a lieu sous un débit de 0,5 mL.min.
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A cette étape, un changement de détergent est opéré, la protéine étant en sortie
de colonne en présence de Ci;Es et non plus de DDM. Cet échange peut €tre contrélé

grdce a l'utilisation de détergents radiomarqués (c7. IT.3.3 page 113)

IT.3 Analyses biochimiques

IT.3.1 Analyses par SDS-PAGE et western blots

Les fractions protéiques peuvent &tre analysées aprés électrophorese en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE) par coloration des gels au bleu de Coomassie ou
par détection aprés transfert (Western blot), comme décrit dans la partie « Materials
and Methods » de l'article I. En régle générale, la migration est stoppée lorsque le
front de migration atteint le bas du gel (environ 1h de migration a 150V, 0,025A par
gel), mais il peut arriver que la migration dure plus longtemps, en particulier si l'on
souhaite séparer la bande « pyruvate carboxylase » de la bande « SERCA-BAD » avant
une révélation par l'avidine peroxydase, la migration durant alors 90 min.

La détection des protéines se fait soit simplement en utilisant de [l'avidine
couplée a une peroxydase, soit en réalisant une immuno-détection a l'aide d'un couple
anticorps I -anticorps II couplé a une peroxydase. Les conditions d'utilisation des
anticorps sont résumées dans le Tableau IT.3-1.

Les protéines détectées sont révélées par la méthode ECL™ (Enhanced
Chemiluminescence, Amersham) puis les membranes sont autoradiographiées. Les
quantifications sont réalisées a partir des films faiblement exposés, afin que le signal ne
soit pas saturé. Pour quantifier, ces films sont analysés grdce a un densitometre
(scanner Model 6S-700 imaging densitometer™, Biorad) avec Molecular Analyst™ v14.1

(Biorad).
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Anticorps I ou avidine peroxydase

Anticorps secondaire

Dénomination (provenance) Dilution et Dénomination | Dilution et

Temps d'incubation Temps
d'incubation

Avidine peroxydase (SIGMA) 1/50000 - 60 min

79B (anti SERCA1) (A-M 1/30000-50 min Anti cochon 1/10000 -60

LOMPRE (INSERM, Paris)) d'Inde min

190.1 (J. MALLER) 1/5000 -90min Anti-Lapin 1/10000

PL/IM (anti-SERCA3) (Jocelyne | 1/100- 90min Anti IgGl de 1/2000 -

ENOUF (INSERM, Paris)) souris 90min

Tableau IT.3-1 : Conditions d'utilisation des anticorps ou de |'avidine peroxydase

apreés un western blot.

La membrane est dans un premier temps saturée d laide de PBS-Tween (90 mM

KoHPO,, 10 mM KH-PO,, 100 mM Nacl, pH 7.7, Tween 20 0.2 % (v/v)) +10% lait en

poudre (m/v). Dans les cas dutilisation danticorps, les anticorps primaires sont

ajoutés a la solution précédente, aux dilutions indiguées dans ce tableau. Aprés

ringage de la membrane par du PBS Tween, la membrane est incubée avec /anticorps

secondaire adéquat. L'incubation avec [lanticorps secondaire se déroule dans les

mémes conditions. Dans le cas de [utilisation de [avidine peroxydase, aprés

saturation , la membrane est rincée puis incubée avec lavidine peroxydase diluée

dans du PBS Tween. Au terme de chague temps d'incubation, les membranes sont

rincées dans du PBS- Tween,
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II.3.2 Dosage des protéines totales :

La quantité de protéines dans les échantillons est déterminée selon une
adaptation de la méthode de Smith et a/, (1985), c'est a dire en utilisant l'acide
bicinchoninique (BCA). Cette méthode utilise le fait qu'en milieu alcalin, l'interaction du
cuivre IT Cu® avec les liaisons peptidiques entraine sa réduction en cuivre Cu' (réaction
dite du biuret). Le cuivre I va se complexer avec le BCA pour former un produit pourpre,
ayant un maximum d'absorbance a 562 nm.

La méthode a été adaptée pour un dosage en microplaque. Les puits sont
préparés en mélangeant 1 pL de solution a doser avec 2 L de SDS 10% et 7 plL deau.
Une gamme d'albumine sérique bovine (BSA) de O a 30 pg de protéine/puits est préparée
en ajoutant le volume adéquat d'une solution étalon de BSA a 5 mg.mL™, 14l du tampon
dans lequel sont conservées les fractions a doser, 2uL de SDS et gsp 104l d'eau. L'ajout
de tampon a pour but de rendre cette gamme plus fiable en tenant compte des
interférences liées au tampon, le sorbitol contenu dans le tfampon TES-PMSF étant en
particulier connu pour interférer dans le dosage. On ajoute ensuite dans tous les puits
200 pL de réactif frdichement préparé. L'absorbance a 540nm est mesurée sur le
lecteur multiplaque Labsytems Multiskan ® BICHROMATIC.

Remarque : lorsque la quantité de protéines des fractions membranaires est
dosée, le tampon de conservation de la fraction C3 differe de celui des autres
fractions (cf. Figure II.2-1 page 108): pour ne faire qu'une gamme, il est possible de
faire en sorte que tous les puits contiennent la méme quantité de tampon en ajoutant

14L du deuxieme tampon dans les puits.

II.3.3 Mesures de la quantité de détergent présent dans un échantillon

Cette mesure se base sur l'utilisation de détergent, DDM ou Ci.Eg marqué au
carbone 14, isotope radioactif. Ces détergents ont été synthétisés au CEA-Saclay. La

quantité de détergent radioactif est mesurée grdce d un compteur a scintillation.
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IT.3.3.1 Utilisation du comptage en liquide de scinftillation

L'échantillon & mesurer est placé dans des fioles de comptage et dilué dans un
liquide de scintillation, composé d'un solvant et d'une molécule fluorescente. Lors de la
désintégration d'un atome radioactif de I'énergie est libérée ; cette énergie va étre
absorbé par le solvant. Le solvant fransfére ensuite cette énergie a la molécule
fluorescente qui liberera a son tour cette énergie sous forme de fluorescence. Le signal

est analysé par un compteur, qui hous les transmet en coups par minute (cpm)

IT.3.3.2 Suivi du devenir d'un détergent au cours d'un passage sur
colonne de gel filtration en HPLC ou dans les étapes expérimentales

suivantes.

L'échange entre le DDM et le Ci2Egs au cours de I'étape de purification par HPLC a
ainsi été vérifié : pour cela, du DDM radioactif est ajouté a I'échantillon injecté ( ajout
de 0,2uCi). 25 (L des fractions éluées sont ensuite analysées grdce d un comptage en
scintillation liquide.

De méme, le comportement du Ci;Es au cours de la derniere étape de
concentration en Centricon 30 avant cristallisation a pu &tre suivi en ajoutant du Ci;Es
radioactif au tampon HPLC (10 uCi pour 150 mL de tampon). Les fractions éluées, le pool
qui sera concentré et la fraction concentrée obtenus sont analysés grdce a un comptage
en scintillation liquide.

Ce type de procédure permet également d'avoir accés a la quantité de détergent
lié & une protéine : pour cette mesure, le détergent radioactif est ajouté au tampon et a

I'échantillon (c£. Winstone et al., 2005), article III en annexe).

IT.3.4 Reconstitution de I'ATPase en liposomes

Deux techniques peuvent &tre utilisées : une premiére méthode utilisée précédemment
au laboratoire (cf. Lenoir et al., 2002) consiste a ajouter des lipides tout en enlevant le

détergent par Biobeads. Cette méthode est rapide mais les vésicules formées ne
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permettent pas de mesurer le transport de calcium par I'ATPase. Une autre méthode
consiste a former des liposomes de DOPC par dialyse en présence de la protéine
d'intérét en détergent. Cette méthode, utilisée dans l'article II permet de mesurer le

transport de calcium.

IT.3.4.1 Ajout de lipides EYPC/EYPA

Une solution de lipides EYPC/EYPA & 30 mg.mL’ (10mg EYPC/1mg EYPA) est
préparée. Pour cela, les lipides sont dissous dans du chloroforme puis mélangés dans les
proportions souhaitées, lyophilisés, puis repris dans le tampon L ( 50 mM Tris-HCI pH 8-
20% glycérol (v/v) - InMDTT). Les lipides sont a une concentration finale de Img.mL™ et
les Biobeads (200g de Biobeads pour 1 g de DDM) sont ajoutés a I'échantillon qui est

gentiment agité pendant une heure en chambre froide avant élimination des Biobeads.

IT.3.4.2 Reconstitution en liposomes de DOPC

Dans un premier temps, le DOPC est solubilisé par du cholate : aprés avoir fait
évaporer le chloroforme dans lequel était préalablement dilué et stocké un volume V/2
de DOPC (40mg.mL™), un volume V de tampon cholate (0,03M Tris pH7- 400 mM NaCl-
400mM saccharose - ImM MgCl, -1mM NaNs- 1% cholate (m/v) -50mM DTT) est ajouté.
Parallélement, I'échantillon souhaité est préparé : s'il s'agit de la protéine purifiée, elle
est préparée comme indiqué ci-dessus et I'échantillon final est concentré pour avoir la
quantité de protéine souhaitée dans 40 a 200uL. S'il s'agit du SR, il est solubilisé grace a
l'ajout de Ci2Es dans un ratio 2 /1 (m de détergent/ m protéine). Le solubilisat est
récupéré apres centrifugation pendant 30 min @ 70 000 rpm (rotor TLA-100 ; 125000
9av)-

Les protéoliposomes sont ensuite formés par dialyse, les détergents (cholate et
Ci2Es ou DDM) étant 6tés a l'aide de Biobeads. L'échantillon protéique est ajouté au
mélange DOPC-cholate puis le tout est réparti dans un ou plusieurs boudins de dialyse.
La dialyse se déroule dans un tampon de dialyse avec DTT en présence de Biobeads (6mL

pour un boudin de 5mL). Le tampon de dialyse est changé au bout de 5h. 5h a 8h plus
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tard le tampon et les Biobeads sont remplacés. Au cours des 24h suivantes, le tampon
sera remplacé deux nouvelles fois par du fampon sans DTT.

Au terme de cette dialyse, les vésicules sont formées. Elles sont concentrées
grdce a la mise en contact des boudins de dialyse avec du PEG 20000 . Les vésicules
peuvent alors €tre stockées a 4°C pendant une semaine. La congélation endommagerait
les vésicules.

Pour les calculs ultérieurs, on considere que la totalité des protéines ajoutées se

retrouvent dans les vésicules.

II.3.5 Mesure d'activité ATPasique :

Elle est réalisée par une méthode de mesure spectrophotométrique associée a
I'utilisation de deux enzymes couplées (c£.Figure IL.3-1). Ce systéme permet de corréler
I'hydrolyse d'une molécule dATP a la consommation d'une molécule de NADH tout en
régénérant la molécule d'ATP hydrolysée, évitant a la fois une dépletion en ATP et une
accumulation d'ADP, qui pourrait inhiber 'ATPase. La disparition du NADH se mesure en
suivant la diminution de I'absorbance a 340nm. La pente mesurée sur le graphique Aszaonm
=f(+) permet de déterminer la vitesse d'hydrolyse de I'ATP. (¢f. Figure II.3-2). En
connaissant la quantité de SERCA utilisée lors de la mesure, on détermine alors l'activité

spécifique de la solution de SERCA testée.

Ces activités ATPasiques sont mesurées dans un tampon de dosage (fampon utilisé :
50 mM MOPS pH7, 0,1 M KCI, 7 mM MgCl;, 0,3mM NADH) auquel est ajouté
extemporanément 1mM PEP, 0,1mg.mL'de LDH et de PK, 1 mM PMSF et 10mM de NaNj,
Notons que d'autres tfampons pH 7 pourraient convenir, comme par exemple le fampon
utilisé pour le transport de Ca** (cf. I1.3.6),.

La quantité de calcium ajouté sera dépendante de la concentration finale
souhaitée, en prenant garde de tenir compte de l'apport de calcium lié a I'ajout de notre
échantillon. En dehors des expériences visant a contrdler la dépendance de l'activité

ATPasique vis-a-vis du Ca®, la concentration finale utilisée est de 0,1mM.

116



TECHNIQUES UTILISEES : PRINCIPES ET PROTOCOLES

Aprés ajout de I'échantillon a tester, la mesure démarre par addition dATP (ImM).
En fin de mesure, un ajout dEGTA (0,5mM) ou de thapsigargine permet de mesurer
I'hydrolyse de I'ATP calcium-indépendante ou SERCA-indépendante. La valeur de la
pente résiduelle éventuellement observée aprés ajout de I'un de ces deux composés sera

soustraite A la valeur de la pente utilisée pour déterminer l'activité ATPasique Ca®*

dépendante.
A B
NAD* t
Lactate Echantillon
ATP
Lo 1.8+ l EGTA
ATP Pyruvate NADH £ ou thapsigargine
abs A =340 nm g
o
SERCA < Lol
ADP \ PEP '
100 200 300
Temps (s)

Figure IT.3-1 : Principe de la mesure spectrophotométrique de l'activité ATPasique.

A-Principe du systéme denzymes couplées. PK: pyruvate kinase, LDH : /lactate

déshydrogénase, PEP : phosphoénolpyruvate B-Schématisation du type de tracé obtenu

D'apres la loi de Beer-Lambert :  Aszsonm=1.C.€340nm

D'ol AA3z40nm=l. AINADH].EnapH 3400m > A[ATP]= AINADH]= AA340nm /(I.ENADH,340nm)

DOY'IC _/qS: |A[ATP] | /[SERCA]:|AA340nm|_/('.SNADH,340nm.[SERCA])

Figure IT.3-2 Relation entre la pente du graphique A340nm et l'activité ATPasique

spécifique de la solution de SERCA

/ : longueur de la cuve, c : concentration de la substance absorbant a 340nm, Es4onm’
coefficient dextinction molaire de Jla substance a 340nm, [=Icm,

Enapr,340m=6,2.10°M™.cm™, As :activité A TPasique spécifique

Pour les mesures sur du SR, il est préférable d'ajouter du Ci2Es (1Img/mL) pour le
solubiliser car le calcium accumulé dans le réticulum inhibe I'enzyme. Ce détergent sera

également ajouté lors des mesures sur les échantillons purifiés, car la quantité de DDM
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apporté par l'ajout de I'échantillon dans la cuvette de mesure peut influer sur l'activité
ATPasique de SERCA, et ce de maniere non linéaire, et le Ci;Eg lisse ces effets (cf.
Champeil et al, 2000 et communication personnelle de Philippe CHAMPEIL)

Lors de mesures destinées a tester l'influence de la concentration en calcium sur
I'activité ATPasique : pour les concentrations en calcium inférieures a 1ImM, a partir
d'une solution préparée comme décrite ci-dessus, on ajoute une quantité définie dEGTA,
pour les concentrations supérieures a ImM, on ajoute du Ca®. Les concentrations de
calcium libre  sont déterminées grdce au logiciel Maxchelator

(http://www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html) et en tenant compte de dilutions liées a ces

ajouts.

II.3.6 Mesure du transport de calcium

a) Protocole expérimental

La méthode décrite ci-dessous est basée sur les colonnes de Peneksky (Penefsky,
1977) : par gel filtration, les protéoliposomes, et donc le calcium transporté et
accumulé, sont séparés du calcium libre.

Le mélange réactionnel est composé de 0,33mM *°Ca® a 1 uCi.umol™ de Ca® , 0,3
mM EGTA, de vésicules (200 a 800 L pour 4mL de mélange réactionnel), de 7mM Mg*
et du tampon de dosage du transport (0,03 M imidazole pH 7-1 mM MgCl,, 1 mM NaNjs,
150 mM NaCl). La mesure se déroule a température constante dans un bain marie.

A t=0, l'ajout de 5 mM d'ATP déclenche la réaction de transport. Au temps
souhaité, un prélévement de 200 ul de mélange réactionnel est déposé sur une colonne
de 650 Sephadex. Le volume exclu, contenant les protéoliposomes, sont récupérés aprés
centrifugation 3 min @ 900 rpm ( 100 gq, rotor JA12 Beckman). La radioactivité est
ensuite mesurée par scintillation ( ¢f. II.3.3.1 page 114). Un témoin négatif ainsi qu' un

standard sont également réalisés.
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IT 4 Biologie cellulaire et microscopie

Dans le cadre de mon travail sur SERCA3, jai travaillé sur la localisation
cellulaire de ces isoformes. Pour cela, j'ai été amenée a travailler en collaboration avec
I'équipe de Jean Marc VERBAVATZ (SBFM, CEA Saclay). Avec eux, j'ai fait de la culture
cellulaire de cellules HEK transfectées avec un vecteur pcDNA contenant ou non les
différentes isoformes SERCA3 (données aimablement au laboratoire par Jocelyne
ENOUF, INSERM, Hopital Lariboisiére, Paris). J'ai également réalisé des coupes
cellulaires ainsi que des marquages immunocytochimiques. Enfin, jai assisté a la

préparation et a I'observation de coupes marquées en microscopie électronique.

IT.4.1 Culture des cellules HEK

Les cellules HEK sont cultivées dans du milieu RPMI (Gibco) additionné de 10% de
sérum de veau feetal décomplémenté par chauffage 30 min a 56°C. Lorsque les cellules
sont a confluence, apres un lavage avec du PBS (Gibco), les adhésions sont altérées par
ajout de trypsine (Solution Gibco, 2mL pour un flacon de culture T75). Aprés 2 min
d'incubation a 37°C, 2mL de milieu sont ajoutés. La suspension de cellules est récupérée,
diluée une nouvelle fois dans le milieu (afin de bloquer en partie I'action de la trypsine
par dilution), puis centrifugée 5 min a 5000 rpm. Le culot de cellules est repris dans 1
mL de milieu stérile et réparti dans 2 boites T75 contenant chacune 12,5 mL de RPMI-
SVF.

Pour stocker les souches de cellules dans I'azote liquide, apres culture, action de
la trypsine et centrifugation, le culot de cellules correspondant a une boite T75 est
repris dans 3mL de SVF/DMSO (90/10, v/v) avant d'étre réparti dans des cryotubes qui
sont tout d'abord placés d -20°C puis d -80°C avant d'étre finalement stockés dans

I'azote liquide.
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IT.4.2 Observation de la localisation de SERCA en immunohistochimie

IT.4.2.1 Préparation des cellules ou du tissu

L'observation peut se faire, soit directement sur cellules entieres, qui dans ce
cas ont été mises en culture sur des lamelles, soit sur coupes de cellules ou de tissus.

Pour obtenir des coupes de cellules, le contenu d'un flacon de culture contenant
des cellules 90 a 100% confluentes est rincé par du PBS puis fixé grdce a 4% de
paraformaldéhyde (préalablement dissoute dans du PBS a 60°C) pendant au moins 30min.
Le fixateur est ensuite jeté et les cellules sont rincées dans du PBS : un premier lavage
rapide (2-3 min) est suivi d'un lavage d'au moins 2h. Apres élimination du PBS, les cellules
sont récupérées par un léger grattage. La suspension cellulaire recueillie est
centrifugée. Le culot de cellules est mis en contact avec une solution de saccharose a
30% pendant toute une nuit. Les cellules sont ensuite déposées sur le support du
cryostat et entourées de « tissue freezer ». Des coupes de 5um d'épaisseur sont
réalisées grdce au cryostat ( Leica CM3050).

Dans le cas de cellules cultivées sur lamelles, celles-ci subissent simplement
I'¢tape de fixation.

Dans le cas d'un tissu, celui-ci reste plus longtemps (au moins 3 journée) dans la

solution de fixation.

IT.4.2.2 Observations au microscope a fluorescence ou au microscope

confocal.

Que ce soit pour des coupes ou pour des cellules entiéres, le protocole
d'immunomarquage est le méme. La préparation est incubée 5 min dans du PBS puis 10
min dans du PBS-Triton X-100 a 0,1%. Aprés une étape de blocage dans du PBS-BSA
2%, la préparation est incubée avec l'anticorps primaire dans du PBS-BSA 1% pendant
1h30. Les conditions d'utilisation des anticorps sont détaillées dans le Tableau IT.4-1. Au

bout du temps imparti, la préparation est rincée trois fois dans du PBS puis incubée
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avec l'anticorps secondaire pendant 1h. La préparation est finalement rincée trois fois
dans du PBS avant d'étre colorée au bleu Evans. Des témoins négatifs sont réalisés en

incubant avec l'anticorps secondaire en absence d'anticorps primaire

AnticorpsI Anticorps secondaire
Dénomination (provenance) Dilution Dénomination | Dilution
Anti SERCA3a humain (Jocelyne | 1/50 Anti lapin 1/50
ENOUF (INSERM, Paris))

PL/IM (anti SERCA3) (Jocelyne | 1/50 Anti souris 1/50
ENOUF (INSERM, Paris))

Tableau IT.4-1 : Conditions d'utilisation des anticorps en immunocytochimie.

Les préparations sont ensuite observées avec un microscope a fluorescence

standard ou confocal.
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II.5 Cristallographie :

Toutes les manipulations visant a l'obtention et a l'observation de cristaux de
protéines ont été réalisées dans I'équipe de Poul NISSEN, en collaboration avec I'équipe
de Jesper MALLER (Université d'Aarhus, Danemark). Le but de ce paragraphe est de
décrire dans les grandes lignes le principe de la cristallographie 3D des protéines puis
de présenter les expériences de préparation du cristal auxquelles j'ai pu prendre part

directement.

II.5.1 Principe de la cristallographie 3D de protéines

a) Obtention de cristaux de protéines

Un cristal est une répétition ordonnée dans I'espace d'une méme molécule.

Une substance cristallise lorsqu'elle devient sursaturée. Pour obtenir cet état de
sursaturation, il est nécessaire de faire varier les conditions dans lesquelles se trouve la
molécule : évaporation du solvant, abaissement de la fempérature, variation du pH ou de
la force ionique..Le cristal croit en général autour d'un premier cristal microscopique
qu'on nomme noyau de cristallisation. Sa formation est appelée nucléation.

Pour cristalliser une protéine, la solution initiale doit &tre la plus pure possible et
concentrée (autour de 10-20 mg.mL™). Cette solution va étre amenée a sursaturation en
utilisant différents additifs, qui ont tous pour but de faire précipiter la protéine en
captant les molécules d'eau disponibles : des sels (NaCH;COOH, MgSO0,...), des agents
précipitants (PEG 2000, PEG6000) ou des solvants organiques (t-butanol, MPD).
L'interaction entre la solution de protéine et le mélange de cristallisation peut se
réaliser de différentes maniéres, la plus utilisée étant la diffusion de vapeur (c¢7. Figure

IT.5-1)
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Solution de protéine diluée dans
le tampon de cristallisation

lamelle

A N AT e

Huile pour assurer
| I’étanchéité

N

Réservoir rempli de tampon
de cristallisation

Figure II.5-1 : Présentation des deux méthodes permettant |'utilisation de la

diffusion de vapeur pour les essais de cristallisation

A gauche : méthode « goutte suspendue » (« handing drop »), d droite, « goutte

posée » (« sitting drop »)

b) Analyses des cristaux par diffraction des rayons X

Les cristaux obtenus peuvent &tre analysés grdce au phénomene de diffraction
des rayons X. La plage de longueurs d'ondes correspondant aux rayons X va d'environ
1004 jusque 0,054, valeurs qui sont de l'ordre de grandeur de la dimension des atomes
et des distances interatomiques (quelques angstroms). Quand un rayon X rencontre un
atome, il diffracte, le nombre délectrons de l'atome déterminant le degré de
diffraction. Si plus d'un atome est présent, les rayons déviés entreront en interférence.
L'irradiation d'un cristal de protéines par des rayons X donnera une image particuliere,
appelée le patron de diffraction, constituée de points dispersés plus ou moins intenses.
L'analyse puis l'interprétation de l'intensité et de la position de ces points permettra de
proposer uhe image tridimensionnelle de la protéine étudiée. Un des parametres
importants est la résolution, d savoir la précision d laquelle un atome peut étre
positionné grdce aux données recueillies : plus la valeur de résolution est petite, plus elle
se rapproche de la distance interatomique (1,5 A), plus la résolution est bonne. Par

exemple, 5.0 A est assez mauvais pour une protéine, 2.5 A permet de résoudre tous les
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atomes avec une bonne précision et 1.2 A signifie une trés bonne qualité permettant de
discerner les H.

Les rayons X peuvent €tre obtenus soit dans des tubes a rayons X, soit grdce a
un synchrotron. Les tubes d rayons X ont des limites: la lumiére est émise dans toutes
les directions, sans qu'il soit possible de la focaliser ou de rendre les rayons paralléles.
De plus cette lumiere est peu intense. Les rayons X obtenus grdce a un synchrotron
sont fins et intenses, ce qui permet de collecter rapidement un nombre suffisant de

données.

II.5.2 Préparation en vue de |'obtention de cristaux de SERCA.

Les fractions contenant SERCA obtenues aprés purification par HPLC sont
regroupées et concentrées sur Centricon 30 environ 40 fois. La concentration en
protéines est déterminée par mesure de l'absorbance a 280 nm. L'échantillon est alors
mis en présence de DOPC, de maniere a ce que le ratio Ci,.Es /DOPC soit de 3/1 (m/m),
de 10mM final de calcium et d'éventuellement ImM d'’AMP-PCP. La préparation est
laissée a 4°C toute une nuit. Du Ci,Es est éventuellement rajouté avec parcimonie si la
préparation n'est pas limpide.

Avant de procéder aux essais de cristallisation, la préparation est centrifugée a
70000rpm dans le rotor TLA-1000 (125000 gq,) pendant 15 min afin d'Gter le matériel
agrégé. Les expériences de cristallisation sont réalisées dans des plaques 24 puits (cf.
Figure II.5-2) permettant la mise en place d'un systéeme diffusion de vapeur en
gouttelettes suspendues (c7. Figure II.5-1). Les différents tampons de cristallisation
sont préparés soit manuellement, soit a l'aide d'un robot (robot 2T5 Liquid handler,
GILSON), contrélé grace au logiciel (735 sample software). 1 a 24l d'échantillon sont
mélangés au méme volume de tampon de cristallisation sur une lamelle (« siliconized
glass circle cover slides »). Cette lamelle est retournée sur un puits contenant 450 (L
de tampon de cristallisation, 'étanchéité de I'ensemble étant assurée par de I'huile, type
huile & immersion pour microscope. Les différentes conditions testées seront décrites

dans la partie « Résultats et Discussions». La plaque ainsi préparée est placée a 19°C et
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est observée grdce une loupe binoculaire tous les jours durant la premiére semaine, puis
plus épisodiquement.
Le cas échéant, le cristal est traité puis analysé au synchrotron par des

cristallographes (équipe de Poul NISSEN, voir Materials et methods de l'article IT).

Figure IT.5-2 Présentation du matériel utilisé pour la mise en ceuvre des essais de

cristallisation.

A-Photo dune plaque multi-puits utilisée pour des essais de cristallisation avec la

méthode « goutte suspendue » B-Robot 2T5 Liguid handler, 6ILSON
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RESULTATS ET DISCUSSIONS :MISE AU POINT D'UNE NOUVELLE TECHNIQUE DE
PURIFICATION DE SERCAlA

ITI.1 Mise au point d'une nouvelle technique de purification de SERCAla

Nous avons vu, dans l'introduction, l'intérét de la mise au point de systémes
d'expressions hétérologues et de purifications. Je vais présenter dans cette partie la
mise au point d'une nouvelle méthode de purification de SERCAla. Elle se base sur
I'utilisation du systéme avidine-biotine décrit dans la partie I.3.3.3 page 80. Pour la mise
au point de cette technique, j'ai profité de I'expérience du laboratoire dans I'expression
hétérologue de SERCA1 chez 5. cerevisiae. Par ailleurs, j'ai pu comparer les propriétés
de la protéine purifiée par ce systeme avidine, avec les propriétés de 'ATPase native
présente dans les membranes de réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique de
lapin préparées par Philippe CHAMPEIL mais également avec 'ATPase SERCAla purifiée
par Guillaume LENOIR grdce au systéme « histidine » (Lenoir et a/, 2002). Ce travail a
fait l'objet d'une publication soumise (Article I) et a été la base de la réussite de la
cristallisation de SERCAla aprés expression hétérologue dans la levure, présentée dans
la partie suivante et dans l'article IT (Jidenko et a/., 2005).

Cette partie a pour but de compléter et de détailler les résultats présentés dans

I'article I.

III.1.1 Insertion d'un domaine accepteur de biotine

La premiére étape de ce travail a consisté a l'insertion d'un domaine biotine
(BAD : biotine acceptor domain), en partie C-terminale de la protéine SERCA insérée
dans le vecteur YeDP60. Entre ces deux séquences a été insérée une séquence reconnue
et coupée par la protéase thrombine. Cette construction est détaillée dans la partie

« Materiels and Methods » de l'article I.
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III.1.2 Expression dans la levure S. cerevisiae

Apres sélection d'un clone exprimant la protéine par mini expression (c¢f. II.2.1
page 105), celui-ci est mis en culture en milieu riche (II.2.2 page 106).

Au terme de la culture, les levures sont soumises a un fractionnement
membranaire comme décrit dans la partie « Techniques utilisées ». Les résultats
obtenus sont présentés dans l'article I.

Au cours de ma these, différents protocoles ont été testés. Nous avons comparé
les résultats obtenus avec le protocole de fractionnement qualifié de simple et le
protocole de fractionnement qualifié de complexe décrit dans l'article de Lenoir et al,
2002 et présenté dans la partie « Techniques utilisées » (cf. paragraphe II.2.3 et
Figure II.2-1): en partant d'un méme broyat total (BT), nous avons comparé la quantité
de protéine de fusion SERCA-BAD présente dans les fractions membranaires dites
lourdes (C2) et les fractions membranaires dites légéres (C3). Les résultats obtenus
sont présentés Figure ITI.1-1A. Aucun enrichissement en SERCA-BAD dans la fraction
C3 utilisée par la suite ne nous est apparu notable lors de l'utilisation du fractionnement
qualifié de complexe. Nous avons donc décidé que le fractionnement qualifié de simple
était suffisant.

Par ailleurs, dans un premier temps, les levures étaient broyées par les billes de
verre grdce a une agitation manuelle pendant 8 min. Un protocole recourant a I'agitation
en incubateur (350 RPM pendant 18 min) a été introduit dans le laboratoire. Nous avons
comparé la quantité de protéine de fusion SERCA-BAD présente dans les différentes
fractions obtenues aprés broyage selon les deux protocoles en utilisant des levures
provenant de la méme culture. Les résultats obtenus sont présentés Figure ITI.1-1 B.
Aucune différence notable n'est observée entre les deux protocoles. Nous avons donc
opté pour [agitation en incubateur, permettant d'envisager de broyer de plus

importantes quantités de levures en méme temps.
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A
BT (2s (C3s C2c C3c C3c C2c (C3s (C2s

:; R S — ————— — b

Avidine anti SERCA1

Manuel Mécanique
BT €2 €3 BT (C2 C3

G S S — Avidine

BT, BT,, Cl, Cl,, S1; S1,, 52, 52, C2, €2, S35 53, €3, C3p,

———— —— . e a— s v anti SERCA1

Figure IIT.1-1 Comparaison des résultats obtenus avec différents protocoles de

fractionnement membranaire

A-Comparaison entre le protocole de fractionnement membranaire simple (s) et /le
protocole de fractionnement membranaire complexe (c). BT : 4 yg de protéines déposées,
C2 et C3:1yg. B-Comparaison des fractions obtenues aprés un broyage par agitation
manuelle ou un broyage par agitation en incubateur. 4ug de protéines déposées, excepté

pour C2 et C3 : 2ug. h : agitation manuelle, m : agitation mécanigue par lincubateur

BT : Broyat fotal: Cl: levures entiéres, gros débris; CZ2: fractions membranaires

dites lourdes,; C3-fractions membranaires dites légéres; S1 a 53 : surnageant obtenu

en préparant C1 a 3. — pyruvate carboxylase — SERCA-BAD.
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III.1.3 Traitement des membranes avant passage sur colonne de

chromatographie

ITT.1.3.1 Addition d'une étape de décapage

Avant |'étape de solubilisation, Lenoir ef a/, 2002 ont introduit une étape
qualifiée de décapage membranaire : ils montrent que l'incubation des membranes C3
avec un tampon KCl 0.72M permet |'élimination de 60% de protéines, avec une perte de
seulement 5% de SERCA.

J'ai testé le protocole décrit dans cet article. Les résultats obtenus avec ou sans
cette étape de décapage sont présentés Figure III.1-2.

L'étape de décapage permet d'éliminer environ 50% des protéines totales
présentes dans la fraction membranaire (cf. puits « surnageant éliminé », gel de droite)
avant solubilisation. Toutefois, l'analyse des éluats obtenus aprés chromatographie
d'affinité sur colonne avidine (cf. gel en bas de la Figure IIIL.1-2), indique que le
rendement global de la purification est diminué. Un léger profit vis a vis de la pureté
pourrait €tre mis en avant, mais la faible concentration en protéine de I'échantillon ne
permet pas de l'affirmer. D'aprés I'analyse en SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie,
une des raisons expliquant qu'il n'y ait pas un gain significatif vis a vis de la pureté
pourrait €tre qu'une partie des protéines éliminées par le décapage sont, dans la
procédure sans décapage, éliminées a I'étape de lavage « Haut sel » (comparer les puits
« lavage Haut sel » dans la Figure III.1-2). Les analyses par western blot m'ont permis
de suspecter différentes causes pouvant €tre a l'origine de la baisse de rendement lors
de l'addition de I'étape de décapage : légére perte au moment du décapage, moins bon
rendement de solubilisation. Le possible gain en pureté ne m'est pas apparu suffisant
pour explorer ce protocole plus en profondeur. J'ai donc décidé de ne pas intégrer cette

étape dans le protocole de purification « avidine »
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Sans Décapage Avec Décapage

Sans Décapage Avec Décapage

Ny ™ ™ NCOY ™ ™

—_— o

Figure IIT.1-2 Analyse par SDS-PAGE de linfluence de I|'ajout d'une étape

préalable de décapage membranaire sur la purification.

Pour les deux conditions, 5 mL de fractions membranaires €3 d'une méme préparation
sont utilisés (soit environ 100 mqg de protéines, correspondant a 0.5mL de culture).
Exceptée pour |étape de décapage, les deux purifications sont réalisées en paralléle.
10u. de certaines fractions sont déposés sur gel. Aprés migration, les gels sont

colorés au bleu de Coomassie.

133




RESULTATS ET DISCUSSIONS :MISE AU POINT D'UNE NOUVELLE TECHNIQUE DE
PURIFICATION DE SERCAlA

ITI.1.3.2 Solubilisation

La détermination du choix du détergent ainsi que du meilleur rapport
détergent/protéines a été réalisée avant mon arrivée au laboratoire. Nous solubilisons la
protéine avec du DDM dans un rapport 3/1 (g détergent /g protéine). Dans un premier
temps, la solubilisation était réalisée dans les mémes conditions que pour la purification
de SERCA-6His (cf. Lenoir et al, 2002 ), & savoir 45 min a 10°C , dans un tampon a pH 8.
Maité PATERNOSTRE nhous a alors suggéré de tester une cinétique de solubilisation. Les
résultats présentés sur la Figure III.1-3 , montrent que pour optimiser la solubilisation

dans ces conditions, il est préférable de solubiliser la fraction membranaire pendant 6h.

2!
SOIII I ;II Iz
Y

% de solubilisation

0 T T T T
0 5 10 15 20

Temps (h)

Figure ITI.1-3 Cinétique de solubilisation des membranes C3 par le DDM a pH 8 et

4°C

A 1=0, les membranes C3 sont diluées dans le tampon de solubilisation en présence de
détergent et le tout est soumis d une légére agitation (cf. chapitre « Technigues
utilisées, paragraphe II.2.4 page 109). Aux temps indigués, un aliguot est prélevé et
centrifugé a 200 000q. Le surnageant est conservé et analysé par western blot. Le
pourcentage de solubilisation est estimé par rapport a la quantité totale de SERCA
présente dans les membranes diluées a t=0. L'erreur est estimée arbitrairement a

10%.
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Dans un deuxieme temps, Philippe CHAMPEIL nous a conseillé de tester la
solubilisation a pH 7 et a température ambiante, la protéine SERCA semblant s'inactiver
moins rapidement dans ces conditions (Champeil ef a/, 2000). Nous avons réalisé une
nouvelle cinétique dans ces conditions : il nous est apparu qu'a température ambiante,

une solubilisation durant 2h donnait les meilleurs résultats (non montré).

ITI.1.4 Purification grdace a une chromatographie d'affinité

Pour cette purification, nous utilisons la forte interaction avidine -biotine (cf.
paragraphe I.3.3.3 page 80). Comme pour les paragraphes précédents, le protocole final,
ainsi que les résultats qu'il permet d'obtenir sont présentés dans l'article I. Je vais

décrire ici les diverses conditions que nous avons pu tester a chaque étape.

ITT.1.4.1 Fixation sur la résine

a) Incubation du solubilisat avec la résine

La résine est mise en contact avec le produit de solubilisation et le tout est
soumis a une faible agitation a 4°C. Selon le protocole décrit dans l'article, cette
agitation se déroule sur la nuit. Toutefois, il m'est arrivé de réaliser I'ensemble de la
purification sur une seule journée. Dans ce cas, le solubilisat est mis en contact avec la
résine uniquement pendant 45 min. Je n'ai alors détecté aucune augmentation notable de
la quantité de SERCA présente dans le « passe tout droit », signe que la fixation n'était
pas drastiquement diminuée.

J'ai testé un protocole évitant de passer tout le volume du mélange « résine-
solubilisat » pour former la colonne de résine. Aprés avoir incubé la résine avec le
solubilisat, I'agitation est coupée afin de laisser la résine se décanter. Les trois quarts
du surnageant sont alors mis de c6té, et la colonne de résine est formée avec la
suspension restante. Le 1°" PTD ainsi obtenu est mélangé au solubilisat restant et le tout
est déposé sur la résine. Une perte significative dans le « passe tout droit » n'a pas été

notée. [HABETS4]
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b) Utilisation d'une résine régénérée

La résine utilisée (SoftLink Avidin Resin, Promega) est chére (~90 € / mL) mais
peut tre régénérée. Pour cela, j'ai suivi les instructions du fournisseur (10% d'acide
acétique puis lavage avec 100mM NaPO, pH 7). L'impact de la régénération est visible
sur la Figure ITI.1-4. Comme le montre cette figure, I'élimination de 'ATPase n'est pas
totale, une partie des protéines biotinylées sont donc irréversiblement fixées. La résine
régénérée sera donc préférentiellement utilisée pour purifier la méme protéine, c'est-
a-dire soit la protéine sauvage, soit le mutant E309Q.

La Figure III.1-4B montre l'analyse par western blot de deux purifications
menées en paralléle utilisant soit de la résine neuve, soit de la résine régénérée. Pour
prendre en compte que certains sites de fixation de la biotine ne sont plus disponibles
apres régénération, j'ai décidé arbitrairement d'augmenter de 1,5 a 2 [HABeTS5]fois la
quantité de résine utilisée. Dans ces conditions, les résultats présentés Figure III.1-4
montrent qu'il est possible de purifier la protéine SERCAla en utilisant la résine
régénérée, avec un rendement similaire a ce qui est obtenu avec la résine neuve. Il est
donc possible d'utiliser la résine au moins une deuxieme fois aprés régénération, ce qui

n'est pas négligeable étant donné son coiit.
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Figure ITT.1-4 Régénération de la résine de chromatographie

A-Effet de /étape de régénération : Analyse par western blot de la résine avant
élution, aprés éElution et aprés régénération (anticorps anti-SERCAI). La méme
quantité de résine est déposée dans chaque puits. B-Analyse par western blot
(anticorps anti-SERCAI) de deux purifications de SERCAIla wt utilisant soit de la
résine neuve, soit de la résine régénérée: aprés [étape de solubilisation, /e
surnageant (solubilisat) a été séparé en deux volumes égaux et chargé soit sur la
résine neuve soit sur la résine régénérée. 104 de « Passe tout droit» et Zu

déluats sont déposés sur gel.
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ITT.1.4.2 Elution

Avant |'étape d'élution, la résine est lavée. Le premier lavage sert a éliminer les
protéines fixées non spécifiguement sur la résine. Le deuxieme lavage sert a

rééquilibrer la résine afin d'étre dans de bonnes conditions pour |'élution.
a) Elution avec un tampon biotine

Etant donné le protocole utilisé par les autres équipes employant le systeme
« avidine biotine » (c¢f. chapitre « Introduction», paragraphe I.3.3.3 page 80), les
premiers essais d'élution ont été réalisés avec un tampon biotine (contenant 5 mM de D-
biotine). Comme le montre la Figure III.1-5, I'élution est peu efficace. Cette élution a

trés vite été abandonnée au profit d'une élution aprés action de la thrombine.

SRR
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Figure IIT.1-5 Essais d'élution avec 5 mM de biotine

Les éluats « biotine » sont obtenus grdce d une élution avec un tampon 5mM biotine.
Les éluats « thrombine » sont obtenus aprés action de la thrombine sur la résine, une
fois I€lution biotine réalisée. Notons que Je protocole daction de la thrombine n'était
pas encore optimisé au moment de la réalisation de cette expérience. 10u. déluats

sont déposés sur le gel.
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b) Elution apres coupure par la thrombine

Différentes conditions de coupure ont été testées.

J'ai testé différentes quantités de thrombine: de trop fortes quantités de
thrombine (20 unités par mL de membranes) semblent augmenter le rendement de
coupure mais diminuent la pureté des fractions éluées (comparer les puits Eluat
« thrombine » de la partie gauche (4U de thrombine utilisée par mL de membranes) ou
droite (20U de thrombine par mL de membranes) du gel de la Figure III.1-6A). Une
partie des contaminations est en effet due a la solution de thrombine elle -méme ( cf.
bandes contaminantes de masses moléculaires inférieures a 37kDa sur la Figure III.1-5
et comparer les puits « Eluat thrombine » pour les différentes quantités de thrombine
utilisées sur la Figure IIT.1-6A).

La durée d'incubation de la résine avec la thrombine a également une importance :
il a semblé qu'il était préférable d'incuber la résine avec la thrombine pendant 1h: au
bout de 30 min la quantité de protéine de fusion protéolysée ne semblait pas avoir
atteint son maximum, et une incubation d'1h30 ne semblait pas produire une quantité de
protéines de fusion protéolysées significativement supérieure a celle obtenue au bout
d'lth (non montré). En tenant compte que la thrombine pouvait s'auto-protéolyser, nous
avons finalement opté pour un ajout séquentiel: La Figure IIL.1-6B montre que le
deuxieme ajout de thrombine permet d'augmenter la quantité de protéine de fusion
SERCA-BAD protéolysée mais les ajouts suivants ne semblent pas augmenter beaucoup
le pourcentage de protéine de fusion coupée.

Derniérement, il est apparu que remplacer le NaCl (150mM) par du KCl (50mM)
dans le tampon favorisait la protéolyse de la protéine de fusion. L'expérience m'a montré
qu'il était aussi important de limiter la dilution de la thrombine. J'essaie donc de
suspendre la résine dans un volume final correspondant environ a 1,5 fois le volume de
résine.

Notons enfin que les conditions d'élution ne permettent pas de récupérer toutes
les protéines SERCAs, puisque la bande correspondante est observable dans le puits

« Résine apres élution». Toutefois, le rapport entre lintensité de la bande
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correspondant @ SERCA et la bande correspondant a SERCA-BAD

a nettement diminué,

signe qu'une majorité de la protéine débarrassée de son étiquette a été éluée.
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Figure III.1-6 Optimisation de |'étape de coupure par la thrombine

A- Analyse de la coupure par deux quantités différentes de thrombines : Analyse

par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie. Aprés action de la thrombine, soit la

protéine est éluée directement (Eluat « thrombine ») soit de la résine anti thrombine

est ajoutée avant élution (Eluat « anti thrombine »). (104 de fractions déposées).

byl de résine aprés addition de résine anti thrombine et élution sont également

déposés (Résine « anti thrombine ») B-Ajout séguentiel de thrombine. Analyse par

western blot (anticorps anti-SERCAI1) de Ja résine au terme du temps d'incubation

indigué. 5yl de résine en suspension déposés.

140



RESULTATS ET DISCUSSIONS :MISE AU POINT D'UNE NOUVELLE TECHNIQUE DE
PURIFICATION DE SERCAlA

c) Utilisation d'une résine anti-thrombine

Sur la Figure III.1-6 A, il est visible que la thrombine en elle-méme est un
important contaminant de la fraction purifiée. Il existe sur le marché des résines anti
thrombine. J'ai espéré pouvoir éliminer la thrombine grdce a l'utilisation d'une de ces
résines, la Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Pharmacia). Pour cela, aprés
action de la thrombine, j'ai ajouté 2 mM de PMSF ou 50uL de Benzamidine Sepharose a
0,4 mL de résine avidine. Comme le montre les puits «Eluats anti thrombine » de la
Figure III.1-6 A, je ne suis pas arrivée a éluer SERCA dans ces conditions, la protéine

restant accrochée a la résine (c¢f. puits « Résine apres élution »).

ITT.1.4.3 Propriétés de 'ATPase purifiée

Nous avons voulu vérifier que la protéine purifiée conserve de bonnes propriétés
biochimiques. Un des avantages de mettre au point la purification sur l'isoforme
SERCAIla de lapin était de pouvoir comparer les propriétés biochimiques de la protéine
purifiée a celles de I'ATPase native présente dans les membranes du réticulum

sarcoplasmique du muscle squelettique de lapin.
a) Activité ATPasique

Une propriété facilement analysable est I'hydrolyse de I'ATP. Le systéme des
enzymes couplées décrit Figure II.3-1 (¢f. chapitre « Techniques utilisées » page 117)
permet de mesurer lactivité ATPasique directement en sortie de colonne de
purification, sans avoir besoin de reconstituer I'enzyme. De plus, chaque mesure avec ce
systéme consomme peu de matériel (100 pL de fractions purifiées suffisent pour
effectuer ce type de mesure).

La pente observée sur le graphique, correspondant a la disparition du NADH est
convertie en quantité d'’ATP hydrolysée comme détaillé dans la partie « Techniques
utilisées ». Afin de pouvoir convertir I'hydrolyse d'ATP en activité spécifique, la quantité
de SERCA dans l'échantillon est estimée par comparaison a une gamme de SR, soit

d'aprés un gel SDS-PAGE colorée en bleu de Coomassie, soit d'apres un western blot
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détecté avec l'anticorps anti-SERCA1 (cf. Figure III.1-7). Dans les deux cas, la
concentration en protéines totales du SR est connue et il a été pris comme référence
que, dans cette préparation, SERCAla était pure a 70%. Les résultats obtenus sont

similaires d ceux montrés sur la figure 5 de l'article I.
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Figure III.1-7 Estimation de |' activité spécifique d'un éluat « thrombine »

A-Analyse par gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie de différentes fractions de
purification et quantification grdce d une gamme de SR. B- Quantification de [éluat
« thrombine » grdce d une gamme de SR en western blot (Anticorps anti-SERCAI). Pour A
et B, Jes valeurs indiguées entre parenthéses pour le SR correspondent d la quantité totale
de protéines déposées C- Concentration de I€luat « thrombine » estimé dapreés le gel A et
le western blot B. Pour les estimations en quantité de SERCA, on considére que le SR est
pur a 70%. D- Activité ATPasique de 100u. de I'€éluat « thrombine » a 30°C, en présence de
100uM o et de Img.mL™.de CizE5: tracé brut obtenu lors de la mesure de I'hydrolyse de
IATP griace au systéme denzymes couplées. E-Estimation de lactivité ATPasigue
spécifique. A 30°C, en présence de 100uM Ca* et de Img.mL™.de Ci-E3, lactivité spécifigue
du SR est voisine de 12 ymol d'A TP hydrolysé. (mg de SERCA)”.min™.
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b) Reconstitution

Apres purification de |'ATPase SERCA purifiée par la méthode « histidine »,
Guillaume Lenoir et ses collaborateurs ajoutent un mélange de liposomes EYPC:EYPA a1
mg.mL™" calibré a I'aide d'une membrane de polycarbonate, avant d'éliminer le détergent
par action de Biobeads (voir Lenoir et a/, 2002 et chapitre « Technique utilisées »
paragraphe II.3.4.1 page 115). Cette méthode peut &tre considérée comme une
reconstitution, étant donné que la protéine se retrouve en présence de lipides et en
absence de détergent. Toutefois, cette méthode ne permet pas la mesure de transport
de calcium, car elle n‘entrdine pas la formation de vésicules étanches (Lenoir, 2003).

L'équipe de Jesper Mgller mditrise une technique de reconstitution de I'ATPase
native du réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique de lapin (cf. Heegaard et al,
1990). Dans leur laboratoire, j'ai appliqué avec eux cette méthode a 'ATPase purifiée a
partir de la levure ainsi que sur I'ATPase du SR, solubilisée par du Ci;Es. Le protocole
suivi est décrit dans la partie « Techniques utilisées » (c¢f. paragraphe II.3.4.2 page
115). Dans les expériences menées par Heegaard et al, (1990), le rapport
protéines/lipides utilisé est de 1/100 (g/g). Nous avons fait le choix de ne pas modifier
le protocole d'obtention des liposomes alors que nous ajoutons une quantité moindre de
protéines. De ce fait, nous nous trouvons dans un rapport protéines/ lipides d'environ
1/700. Afin de ne pas diluer outre mesure les lipides, I'échantillon élué de la colonne
d'avidine est préalablement concentré sur Centricon-30.

La Figure III.1-8 montre l'analyse des vésicules ainsi formées par microscopie
électronique aprés cryofracture (travail de I'équipe de Jean-Marc Verbavatz). Les
préparations de liposomes formés en présence de SERCA solubilisée a partir du
réticulum sarcoplasmique ou de SERCA purifiée sont similaires. Ces deux préparations
contiennent des vésicules closes, ayant entre 100 et 700 nm de diametre. Quelques

vésicules sont multilammellaires (non montré).
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Ay

Figure ITI.1-8 Observation au microscope électronique aprés cryofracture d'une

préparation de vésicules de DOPC (A) ou de EYPC/EYPA (B) contenant SERCAla

purifiée aprés cryofracture (Images réalisées par |'équipe de Jean-Marc
Verbavatz)

A-Vésicules de DOPC renfermant SERCAIla purifiée par la méthode « biotine » B-

Vésicules EYPC/EYPA renfermant SERCAla-His purifée (extrait de Lenoir, 2003).
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Figure ITI.1-9 Transport de calcium et hydrolyse d'ATP par SERCAla purifiée et

reconstituée en liposomes de DOPC

A-Mesure de |accumulation de calcium dans les ljposomes renfermant soit de /'ATPase
native, soit de I'ATPase purifiée (mesure a 23°C en présence de O.ImM de calcium). B-
Activité ATPasigue mesurée sur les mémes vésicules (@ 23°C en présence de O.ImM de

calcium).
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La courbe de la Figure III.1-9A montre qu'il a été possible de mesurer le
transport de calcium sur les vésicules ainsi formées, et que I'ATPase purifiée a une
vitesse d'hydrolyse initiale et un maximum de transport similaire aux vésicules
renfermant I'ATPase native, solubilisée a partir du SR et reconstituée dans les mémes
conditions. Cette similarité est retrouvée lors de mesure de l'activité d'hydrolyse d'ATP
sur ces mémes vésicules.

Les résultats présentés ici sont ceux obtenus lors des expériences réalisées dans
le laboratoire de Jesper Maoller. Les données sont ramenées a la quantité de lipides et
non a la quantité de protéines: en effet, il est difficile d'estimer la quantité de
protéines présentes dans les liposomes. Notamment, il n'est pas possible de déposer les
liposomes sur gel pour quantifier la quantité de SERCA comme sur la Figure ITL.1-7A et
B. Par la suite, j'ai préféré considérer que la totalité des protéines SERCA que j'ajoute
aux lipides se retrouve dans les vésicules. Cette estimation n'est pas forcément
rigoureuse toutefois, elle permet de prendre en compte le fait que la quantité de SERCA
ajoutée aux liposomes n'est pas strictement identique dans chaque reconstitution. Bien

entendu, cette approche nécessite la quantification des protéines ajoutées aux lipides.
c) Conservation de I'enzyme

L'ATPase en sortie de colonne est active. Il peut €tre intéressant de pouvoir la
conserver. Différentes conditions de conservation ont été testées : conservation dans
40% de glycérol, avec ou sans lipides, a -20°C ou -80°C. En présence de 40% de glycérol
et stockées a -80°C, SERCAla purifiée conserve au moins 80% de son activité pendant
au moins Imois.

Remarque : je n'ai pas effectué de test de conservation de 'ATPase reconstituée
en liposomes de DOPC. En effet, la congélation fragilise les liposomes et les rend
perméables, empéchant alors toute mesure d'accumulation de calcium. Sans congélation,
il est possible d'observer du transport de calcium pendant au moins une semaine

(communication personnelle de I'équipe de Jesper Mgaller).
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III.1.5 Optimisation de la purification grdace a l'ajout d'une étape de

chromatographie d'exclusion par la taille en HPLC

La pureté de I'‘échantillon apres purification par la méthode «avidine » est
principalement diminuée du fait de la présence de bandes bien distinctes, dont entre
autres des bandes de contamination de plus faible poids moléculaire liées a la solution de
thrombine (c¢7. Figure IIT.1-6 ). Il m'a donc semblé intéressant de déposer I'échantillon
sur une colonne de gel filtration pour essayer d'augmenter la pureté de I'échantillon.

Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure III.1-10.

A . u\ WB, anticorps SERCA1
T . '“‘""m 7. spécifiques, 2 uL de fractions
i i » déposés
B 5
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Figure IIT.1-10 Analyse de |'étape de purification par gel filtration.

A-Analyse par western blot (anticorps anti-SERCAI1) des fractions recueillies aprés
gel filtration. B-Chromatogramme de /étape de gel filtration (tampon : 20mM Tes
PH7 - 100mM KCI- ImM MgCl>- 0.5mM Callo- 20% glycérol (v/v)-Img/mL DOM. -
Débit :ImL.min™).
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Grdce a cette étape, nous obtenons un échantillon pur a plus de 70% (voir par
exemple Figure III.1-7 ou figure 2 de l'article II). La pureté de I'échantillon contenant
I'ATPase est certes un des objectifs que hous nous étions fixés, mais hous voulions aussi
que la protéine reste active. Des mesures similaires a celles décrites dans le paragraphe
ITT.1.4.3 ont été réalisées et ont montré qu'aprés I'étape de gel filtration, la protéine

conservait les mémes propriétés enzymatiques (voir articles I et IT).

III.1.6 Comparaison par rapport a la purification « histidine »

Etant donné que nous avons au laboratoire deux méthodes de purification de la
méme protéine, il nous est apparu intéressant de comparer les propriétés de SERCAla
purifiée selon ces deux méthodes. Pour que les données concernant les deux échantillons
soient comparables, aprés purification, nous les avons traités de la méme maniére, a
savoir une « reconstitution» en EYPC :EYPA. Les trois échantillons (SERCAla apres
colonne avidine, SERCAla apres colonne avidine et gel filtration et SERCAla-6His apres
colonne de nickel) ont été quantifiés sur des mémes gels (SDS-PAGE coloré au bleu de
Coomassie ou western blot détecté par I'anticorps anti-SERCAL, cf. figure 5 de l'article
I). Les propriétés des protéines purifiées ont été comparées grdce des mesures
d'activité ATPasique et des mesures de fluorescence. Les résultats obtenus sont décrits
dans l'article I. La protéine purifiée par la méthode « biotine » est plus active que la
protéine purifiée par la méthode « histidine » : elle présente une activité ATPasique
spécifigue maximale d'environ 8 pmol d'ATP hydrolysé/mg de SERCA/min,
comparativement a 3,5 pour la protéine SERCA-His testée dans les mémes conditions.
Cette différence en faveur de la protéine purifiée par la méthode « biotine » se
retrouve lors des mesures de fluorescence. La protéine SERCAla apres colonne d'avidine
et apres gel filtration ont la méme activité spécifique. Avec I'échantillon SERCAla aprés
colonne HPLC, les variations de fluorescence sont plus importantes, sans doute a cause

de la plus grande pureté de I'échantillon.
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IITI.1.7 Discussion:

Le Tableau ITT.1-1 rappelle les principaux résultats de cette nouvelle méthode de

purification de SERCAla.

Fraction Ca*" ATPase (mg) Vitesse maximale |Rendement |SERCA/protéines

d'hydrolyse d'ATP totales (%)

(umol ATP/mg Ca®
ATPase/min)

C3 5 ND 100 1a3%
Purifiée apres 0,30a05 8-9 6alo 40a50 %
colonne avidine

Purifiée apres gel 0,150 a 0,250 8-9 3a5 >70%
filtration

Tableau III.1-1 Bilan de la purification de SERCAla par la méthode <« biotine »

(pour 1L de culture de levure).

L'étape de gel filtration permet d'augmenter la pureté a plus de 70% mais
diminue considérablement le rendement de purification. Certaines mesures biochimiques
ne nécessitent pas obligatoirement une aussi grande pureté, d'autant que I'échantillon
apres purification « avidine » ne semble pas étre contaminé par d'autres ATPases. Ainsi
pour des mesures telles que les mesures d'activités ATPasiques ou de transport de
calcium, il me semble plus judicieux de s'arréter apres I'étape de purification sur colonne
d'avidine, privilégiant ainsi la quantité de matériel disponible. Par contre, I'¢tape de gel
fitration peut s'avérer utile si I'on aborde des techniques pour lesquelles la pureté de
I'échantillon est importante. Ceci est vrai par exemple pour la mesure de fluorescence
des tryptophanes, le rapport signal sur bruit étant augmenté avec la pureté de I'ATPase
. La pureté est également un critere important pour des essais de cristallisation (voir

partie suivante).
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Nous avons vu dans l'introduction que trois autres purifications de SERCA apres
expression hétérologue avaient été publiées par Skerjanc et al (1993); Miras et al.
(2001) ; Lenoir et al (2002). Les résultats obtenus sont rappelés dans le Tableau
IIT.1-2.

Expression Premiére étape de purification Purification additionnelle Références
héte rendement | systéme | rendement pureté systéme rendement pureté
SF9 1-2% PM! | Anticorps |  375ug/L < 30%° - - - Skerjanc et
3mg/L (+PL)? al., 1993
SF9 6% PM His (+PL) | O (trop peu - - - Miras et al,
(mais 1/3 de fixation) 2001
d'active)
Red 120 2 mg/L 26%°
6 mg/L
(+PL)
S.cerevisiae | 2% PMdans | His (+PL) 1mg/L de 50-60%° | Red 120 | 0.28mg/L de 70%3 Lenoir et al.,
c3 culture culture 2002
5.5mg/L

Tableau III.1-2 Rappel des résultats obtenus par d'autres auteurs pour la

purification de SERCA1la de lapin exprimée de maniere hétérologue

1-% PM : pourcentage de SERCA par rapport aux protéines membranaires. 2-(+FL) :
addition de phospholipides. 3-Estimation des auteurs.

Par rapport aux résultats obtenus par Skerjanc et al/ (1993): Miras et al.
(2001) ; Lenoir et al. (2002), la méthode décrite ici présente |'avantage d'obtenir une
pureté de l'ordre de 50%. Toutefois, d'un point de vue quantitatif, apres |'étape sur
colonne d' avidine, cette méthode présente un rendement moindre par rapport a ceux
décrits dans ces travaux. Le plus faible rendement de purification, alors que le niveau
d'expression dans les membranes était similaire (1% du C3), est probablement due en
grande partie a |'étape de protéolyse par la thrombine qui reste incompléte. Le
déroulement de cette étape dans un tampon KCl devrait permettre d'augmenter le

rendement.
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Un des avantages de cette méthode pour la purification de SERCAla par rapport
a la méthode « étiquette 6His + colonne de nickel » de Lenoir et a/. (2002) est I'activité
spécifique de I'ATPase apres purification. Une hypothése que nous formulons est que
I'¢tape de biotinylation sélectionne des protéines de fusion dont le domaine accepteur
de biotine est correctement conformé et que cette bonne conformation du domaine est
un gage de bon repliement de la protéine SERCA en elle-méme. Une autre hypothése
pourrait &tre que les conditions de purification sur colonne de biotine dénaturent moins
SERCAIla que les conditions utilisées pour la colonne de nickel. La différence observée
entre la méthode « avidine » et la méthode « histidine » pour SERCAla ne se retrouvera
pas obligatoirement pour d'autres protéines. Ainsi, pour purifier le transporteur de
citrate de K pneumoniae aprés son expression hétérologue dans £. coli, Pos et al., (1994)
ont utilisé une stratégie « résine d'avidine avec élution par un tampon biotine » ou une
stratégie « colonne de nickel ». Ils n'ont pas observé de différence d'activité entre les

deux préparations.

L'étape supplémentaire de gel filtration permet d'atteindre une pureté que nous
estimons supérieure a 70%, ce qui n'avait jamais été décrit pour SERCAla exprimée de
maniere hétérologue. Aprés leur étape en Reactive Red, Lenoir et a/. (2002) obtenaient
une pureté voisine de 70%. Par ailleurs, ils montraient que SERCAla ainsi purifiée avait
une activité spécifique nettement meilleure que celle purifiée uniquement sur colonne de
nickel. L'étape sur Red 120 leur permettait donc d'enrichir leur préparation en protéines
actives. Par la suite, les auteurs ont choisi d'abandonner cette étape de purification,

jugeant la perte en rendement trop importante (Lenoir, 2003).
La pureté de I'échantillon que nous obtenons apres gel filtration a permis

d'envisager des études de cristallisation, qui sont présentées dans la partie suivante et

dans l'article IT.
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III.2 Essais de cristallisation sur I'ATPase sauvage purifiée et sur le mutant

E309Q

Les résultats que nous avons obtenus avec I'ATPase sauvage ont fait l'objet d'une
publication. (Jidenko et a/., 2005). Je présenterai ici les grandes lignes de la démarche
que nous avons utilisée, ce qui me permettra d'introduire les essais de cristallisation du

mutant E309Q.

ITI.2.1 Echange de détergent au cours de I'étape de purification par

HPLC

Le détergent que nous utilisons pour solubiliser ' ATPase et qui est conservé dans
les tampons de purification est le DDM (c7. I1.2.6 page 110 ). Pour se rapprocher des
conditions avec lesquelles les cristaux, puis les structures de I'ATPase native ont été
obtenus par les équipes de Jesper Mgller et Poul Nissen (Serensen et al., 2004), il a
semblé préférable de leur proposer une ATPase en présence de Ci,Es. Nous avons donc
modifié le tfampon utilisé a I'étape « HPLC » en remplagant le DDM par le Ci,Es. Nous
avons voulu nous assurer que I'échange de détergent était effectif et complet. Pour cela,
nous avons ajouté du DDM radioactif dans le fampon HPLC (voir plus de précisions dans
la partie « Techniques utilisées », paragraphe II.3.3.2 page 114). La Figure III.2-1
montre que la radioactivité est détectée dans les fractions correspondant aux volumes
délution 8,5mL a 145mL et que les fractions contenant SERCA correspondant aux
volumes d'élution 6,75 mL a 8 mL ne contiennent pas de radioactivité. Les fractions
contenant la protéine sont donc dépourvues de DDM: ['échange entre les deux

détergents a bien eu lieu.
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Figure IIT.2-1 : Gel filtration en HPLC de la protéine recombinante SERCAla

apres une premiere étape de purification par chromatographie d'affinité - Détection

de la présence de DDM dans les différentes fractions

Le DOM radioactif est ajouté d l€chantillon avant son injection. Le Ci.Es est utilisé
dans le tampon délution de la filtration sur gel en HPLC (100mM MOPS pH6,8 -
80mM KCI- ImM MgCl- ImM Call>- 207% glycérol (v/v)-0,5mg/mL Ci2Es ). L €lution a

lieu sous un débit de 0.5 mL.min™.

III.2.2 Préparation de |'échantillon pour les essais de cristallisation

Les fractions contenant SERCA aprés I'étape de purification en HPLC sont
regroupées et traitées comme indiqué dans le chapitre II. (cf. IL.5.2 page 124 ). Pour
déterminer la quantité de DOPC & ajouter, il nous faut définir la quantité de Ci;Es
présent dans notre échantillon concentré.

La méthode utilisée pour préparer I'ATPase sauvage a consisté a faire une
approximation indirecte: dans I'échantillon non concentré regroupant les fractions
HPLC, la concentration en micelles de Ci.Es est de 0,45 mg.mL™ (cf détail Figure
ITI.2-2). Les micelles ne passent pas au travers de la membrane du centricon 30. Elles
sont donc concentrées. Par ailleurs, du Ci.Es est lié a la protéine. Pour SERCA, il est
admis que 2 mg de protéine lie 1 mg de Ci,Es (Maller et le Maire, 1993). Ce Ci;E; lié se

concentre au méme titre que les protéines.
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A

CMC =[C ibre=
[CIZEB]’ro’r: [CIZEB]micellair‘e +[C12E8]monomére+ [CIZES]Iié aux protéines avec c1zes [ 12E8]I bre

0.05mg.mL"*
[ CIZES ] tampon = [CIZES]miceIIaire + [CIZES ]monomér‘e 5mg ml

[CIZES]miceHaire concentré = f * [C12E8]micellaire initial AVEC f, fGCTCUI" de concentration
[CIZES]Iié aux prot concen‘rré:015*[pr‘OTéineS]concen‘rré

[CIZEB]IToTaI = [CIZEB]miceHaire concentré * [CIZEB]Iié aux prot concentré (+[C12E8 ]monomére (négl'gée))

B

[ C12Es ] tampon =0.5 mg.mL™" > [C12Eglmiceliaire = 0,45 mg.mL™
£=34-> [C12Es]micellaire concentré = 15.3mg.mL™

[protéineslconcentre = 13mg.ML™ [C12Es]iic aux prot concentre= 6,5mg.mL™

[C12Es)total = 21,8mg.mL*

Cc

Tampon HPLC

Pool HPLC avant | Echantillon
Blanc radioactif

concentration | concentré

(0,5 mg/mL))
Volume testé (1) 50 25 25 1
Données comptage 1 113 | 3285 1629 2385 2638
brutes (cpm) comptage?2 110 3351 1609 2362 2596
Moyenne (blanc soustrait) (cpm) 3207 1508 2262 2505

cpm moyen par mg Ci,Es 125715
[C12Es] (mg.mL™) (données
calculées) 0,72 199

Figure III.2-2 : Détermination de la quantité de Ci,Es présent dans I'échantillon

concentré a l'issue d'une purification du mutant E309Q.

En bleu : données se rapportant aux fractions issues de I'HPLC - En rouge : données
se rapportant d I'échantillon aprés concentration.

A : Eguation théorigue

B : Application des équations théorigues pour obtenir une approximation indirecte
de Ja quantité de détergent

C : Utilisation de détergent radioactif pour déterminer la quantité de détergent

dans le méme échantillon, 153
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Une autre méthode, directe, consiste a utiliser du Ci.Es marqué au carbone 14, ce
qui permet ensuite de déterminer la quantité de détergent par mesure de radioactivité.
Cette expérience a été réalisée lors d'une purification du mutant E309Q. 10uCi de Ci,Es
radioactif ont été ajoutés au tampon HPLC (a 0,5 mg.mL™" de C12Es).

Les calculs présentés Figure III.2-2 indiquent que la méthode indirecte donne a

10% preés, le méme résultat que la méthode de dosage direct par radioactivité.

IIT.2.3 Obtention de cristaux de I'ATPase sauvage.

Les essais de cristallisation de I'ATPase sauvage ont été réalisés dans le
laboratoire de Poul Nissen. Les conditions dans lesquelles 'ATPase native a été
cristallisée sont 8% (w/v) PEG6000, 4% (v/v) tert-butanol, 15% (v/v) glycerol, BmM B-
mercaptoethanol, 200 mM sodium acetate (Serensen et al, 2004). Nous avons donc
testé des conditions se rapprochant de celles-ci (¢/. «Materials and Methods » de
I'article IT). Ces conditions ont permis |'obtention de cristaux diffractant les rayons X.

Les résultats obtenus sont présentés dans l'article II.

IIT.2.4 Essais de cristallisation du mutant E309Q

ITII.2.4.1 Purification du mutant E309Q

L'ADNc portant la mutation E309Q a été cloné dans le vecteur d'expression avec
I'étiquette « BAD » (cf. chapitre « Techniques utilisées »).

L'expression de ce mutant dans S. cerevisiae, sa solubilisation et sa purification
n'ont pas posé de problemes particuliers et les rendements sont similaires d ceux
obtenus avec SERCAla sauvage.

Le chromatogramme de I'étape de gel filtration d'une purification de SERCA1-
E309Q contenant le mutant aprés purification sur colonne d'avidine et concentration est
présenté sur la Figure III.2-3A. Pour comparaison, des chromatogrammes obtenus pour
I'ATPase solubilisée a partir du réticulum sarcoplasmique ou 'ATPase SERCAla sauvage

purifiée sur colonne avidine ont été représentés. Si nous tenons compte du décalage
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observé pour la position du pic correspondant aux agrégats (assimilé au volume mort), le
mutant est retrouvé dans des volumes d'élution proche de I'ATPase sauvage purifiée
apres expression hétérologue. Il s'agit donc trés probablement d'un monomere. Notons
que la forte concentration en protéine d'un échantillon peut €tre responsable d'un
décalage du pic vers le volume mort (le Maire et al, 1978). Ceci pourrait expliquer le
décalage du pic correspondant a I'ATPase native (solubilisée a partir du SR). La Figure
ITT.2-3B montre que la fraction 6,5-7,75 correspondant a I'ATPase est pure a au moins
70%.

Remarque : Nous pensons que la protéine présente dans les fractions (7,75-8 >
8,25-8,5) est un contaminant de la solution de thrombine utilisée. En effet, nous nous
sommes rendu compte a posteriori que la pureté des solutions de thrombine varie
suivant les lots et le principal contaminant est une bande migrant aux alentours de 60
kDa, que nous suspectons étre de I'albumine sérique (analyse en bleu de Coomassie de
solution de thrombine, non montrée). L'efficacité de la coupure des solutions de
thrombine (a activité spécifique égale) varie également. Pour nous affranchir de ces
variations, nous commandons dorénavant une grande quantité de thrombine (10000U)
apres avoir préalablement testé le lot (et accessoirement, nous avons changé de

fournisseur).
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Figure ITI.2-3 Analyse de I'étape de filtration sur gel d'un échantillon de E309Q

préalablement purifié sur colonne avidine.

A-Chromatogrammes obtenus lors de [étape de gel-filtration du mutant E309Q
(vert) ou de SERCAla wt (rose) aprés purification sur colonne davidine, et du SR
solubilisé (bleu). Nous estimons que les agrégats se retrouvent dans le volume mort.
B-Analyse par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie de différentes fractions
obtenues apres gel filtration du mutant E309Q. 10i. de fractions ont été déposés.
Les valeurs indiguées entre parenthéses correspondent au volume délution de la
fraction. Nous pensons que la protéine présente dans les fractions (7,75-8 2> 8,25-

8,5) est un contaminant de la solution de thrombine utilisée.
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ITI.2.4.2 Essais de cristallisation du mutant E309Q

Apres avoir réussi a cristalliser la protéine SERCAla sauvage exprimée chez
S. cerevisiae (cf. Jidenko et al, 2005), des premiers essais de cristallisation du mutant
E309Q ont été réalisés par Rikke Nielsen dans le laboratoire de Poul Nissen: la
purification était réalisée dans notre laboratoire puis I'ATPase mutée était placée en
présence de DOPC et de 10mM CaCl, et de ImM AMP-PCP avant d'étre envoyée au
Danemark. Différentes concentrations de PEG, différents sels (acétate de sodium,
NaCl, KCI) ont été testés. Dans certains cas, des micro-cristaux ont pu €tre observés.
Au cours de ces essais, nous avons changé de tampon de purification a I'étape HPLC : en
effet, des expériences réalisées par I'équipe de Jesper Megller ont suggéré que I'ATPase
était plus stable en présence de 15 % de saccharose qu'en présence de 20% de glycérol.
En collaboration avec I'équipe de Poul Nissen, ils ont réussi a cristalliser 'ATPase native
de lapin en présence de saccharose. Dans le tampon utilisé a I'étape de gel filtration,
nous avons donc remplacé le glycérol par 15% de saccharose.

J'ai aussi réalisé personnellement des essais de cristallisation sur I'ATPase mutée
E309Q purifiée en présence de ImM Ca* ou en présence de thapsigargine dans le
laboratoire de Poul Nissen. Dans ce dernier cas, la thapsigargine est ajoutée dans un
rapport de 10 nmol.mg® de protéine avant injection de I'échantillon en HPLC, la
concentration en calcium de I'échantillon étant au préalable amenée a 0,ImM par ajout
d'EGTA. Le tampon HPLC avec lequel est purifié ce complexe protéine-thapsigargine
contient dans ce cas 0,ImM de Ca*. En réalisant des expériences en présence de
thapsigargine, nous voulions voir si ce composé ne permettait pas de stabiliser le mutant
et donc de favoriser sa cristallisation. D'aprés des expériences précédentes de I'équipe
de Jesper Maller, aprés complexation avec la thapsigargine, I'ATPase sauvage, supposée
&tre en conformation E2, lierait un Ca® avec une affinité intermédiaire (10-20 pM & pH
7,2). Une hypothése est que cette liaison ait lieu au niveau du site 1 et qu'elle pourrait
donc avoir lieu également pour le mutant (communication personnelle de Jesper Mgller).

Les différentes conditions que jai testées pour la protéine mutée sont

présentées dans le Tableau ITI.2-1.
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A .Sels: 50 ou 200mM Acétate de sodium - 50 ou 200mM Sulfate de magnésium - 100 mM de
chlorure de calcium
« Sel supplémentaire :0 ou 10 mM de chlorure de calcium
« Alcool : 3% tert-butanol
«PEG- 14-17-20% PEG 2000 ou 11-14-17 % PEG 6000
+0 ou 10% glycérol

B .Sels : 100 mM de chlorure de calcium
«Alcool : 4% MPD
«PEG : 11-14-17 % PEG 6000
0 ou 5% glycérol

C .Sels : 50 - 100 - 150- 200 mM de CaCl, | «Sels : 100 mM de CaCl,
«Alcool : 3% tert-butanol ou 5% MPD «Alcool : 3% tert-butanol
«PEG :17% PEG 2000 ou 11 % PEG 6000 | +PEG : 11 % PEG 6000
+ 0 ou 5% glycérol «0-3-6-9-12% glycérol ou 0-3-6-9-12% saccharose

D .Sels: 100 mM de CaCl,
« Alcool : 3% tert-butanol
+PEG :6-7.5-9-10.5 % PEG 6000
+0- 518 % glycérol ou 5-7.5-48 % saccharose

E .Sels: 100 mM de CaCl,
« Alcool : 3% tert-butanol
+PEG :9-11 % PEG 6000
+ 0-1-2-3-4-5% glycérol
« Concentration de I'échantillon: 11.5 mg.mL™ ou 8 mg.mL"

Tableau ITI.2-1 Différentes conditions de cristallisation testées sur un échantillon

de SERCA1-E309Q préparé aprés purification en DOPC et avec 1 mM Ca**

A-Premiéres conditions testées (avec la purification P17, en présence de Ca* et P18
en présence de thapsigargine) B-Conditions testées avec le méme échantillon
protéigue quen A, quelgues jours plus tard. C-Deuxiéme série de conditions testées
(avec la purification P19°) D- Conditions testées avec le méme échantillon protéigue
guen C, quelgues jours plus tard. E-Troisiéme série de conditions testées (avec
P20°) : Afin déliminer les précipitations apparaissant dés le mélange de Iéchantillon
protéigue avec le tampon de cristallisation, Iéchantillon (préparé en 15% saccharose)
est mélangé au tampon ne contenant pas de glycérol ou de saccharose et est
centrifugé avant dé€tre déposé sur les lamelles qui sont retournées sur les
différents puits. = dénomination de la purification du mutant E309Q utilisée, voir

également Tableau ITI.2-2 page 163).

Sauf indication contraire, Iéchantillon protéigue a une concentration voisine de 11-12
mg.mL™. Les conditions apparaissant préférables pour la cristallisation sont signalées
en bleu. Les conditions ne conduisant a aucun micro cristal sont signalées en rouge et

sont barrées,
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Les conditions décrites lignes A et B ont été testées sur une préparation
réalisée en Ca® ou en présence de thapsigargine. Au bout d'une semaine, il ne m'est pas
apparu de différences nettes entre les deux préparations. Pour cette raison, les
conditions suivantes n'ont été testées que sur I'ATPase préparée en présence de Ca®".

Au cours de ces essais, nous avons pu observer dans différentes conditions des
cristaux 2D en forme de petites assiettes (voir un exemple Figure III.2-4A). Nous
avons également pu observer dautres formes de cristaux, plutét en batonnets (cf.
Figure III.2-4B et C). Bien que restant petits (50 x 5-10 x5 pm), certains de ces
cristaux ont pu €tre collectés et congelés environ 1 mois apres le démarrage des essais
de cristallisation. A I'heure ou cette these est rédigée, ces cristaux n'ont pas encore été
testés au synchrotron. Notons que nous avons obtenu des cristaux de la protéine
préparée en présence de thapsigargine (conditions décrites en ligne B) qui semblaient
finalement de meilleures qualités que ceux obtenus dans les mémes conditions avec la

protéine préparée en Ca®".
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Figure IIT.2-4 Exemples de cristaux obtenus avec le mutant E309Q.

A-Exemple de cristaux 2D en forme dassiettes, obtenus par exemple en présence de
11% PEG 6000-100 mM caCl,-3 % tButOH-3% sucrose. B-Exemple de cristaux 3D
obtenus (14% PEG 6000 - 100 mM CacCl, -47% MPD) C - Autre exemple de cristaux 3D
obtenus (9.57% PEG-1% glycérol-100mM CaClr- 3% tButOH)
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ITII. 2.5 Discussion

a) Cristallisation de I'ATPase sauvage

Les résultats concernant la collection de données a partir de cristaux de
SERCAla purifiée aprés expression hétérologue dans la levure sont discutés dans
l'article IT. Il est évident que nous avons bénéficié de la connaissance acquise par les
groupes de Poul Nissen et Jesper Mgller quant & la cristallisation de I'ATPase native.
Cette connaissance nous a évité davoir a tester tout un panel de conditions de
cristallisation. L'utilisation d'une préparation d'ATPase qui, en plus d'étre pure a plus de
70%, présente une bonne activité est, a notre avis, une des raisons de notre succes.

Au moment de la rédaction et de la soumission de cet article, a notre
connaissance, ces résultats étaient le premier exemple de réussite de cristallisation
d'une protéine membranaire de mammiféere apres expression hétérologue. Toutefois,
quelques semaines avant nous, Long et a/. (2005), ont publié une structure & 2.94 d'un
canal potassique de rat, purifié aprés surexpression dans la levure P, pastoris.

Un important travail préliminaire au travail de Long et a/. avait été publié 2ans
plus 16t par Parcej et Eckhardt-Strelau, 2003). Dans cet article, les auteurs avaient
montré qu'il était possible non seulement de purifier en grandes quantités la protéine
Kvl. 2, sous unité a du canal potassique, mais aussi qu'il était possible de la co-purifier
avec la sous unité Kv2p apres co-expression des deux protéines dans P. pastoris.
Différentes mutations, éliminant les sites potentiels de glycosylations et de
phosphorylations ont amélioré I'homogénéité de la protéine. Leur travail met en avant un
des avantages du systéme P. pastoris : ils obtiennent en effet 250g de levures par litre
de culture (nous en obtenons environ 40g) ce qui leur permet d'obtenir environ 2000 mg
de protéines membranaires et de purifier environ 25 mg de sous unités Kv1.2 pure a
75% par litre de levures! Aprés purification grace a une étiquette « 8 histidines »
placée en N-terminal, les auteurs montrent que la protéine est complétement active.
Grdce a ce systéme, les auteurs ont pu analyser le complexe Kv1.2/Kvp par microscopie

électronique.
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Dans leur article, Long et a/, ont purifié le méme complexe. Ils ont travaillé avec
la sous unité Kvl.2 mutée uniquement pour son site de glycosylation. Il semblerait donc
que ['hétérogénéité observée par Parcej et Eckhardt-Strelau pour ce type de
construction ne soit pas un probleme pour la cristallisation. Long et a/. solubilisent la
protéine avec du DDM , puis utilisent des billes de cobalt pour purifier la protéine
étiquetée avec 8 histidines en N-terminal. Ils ont également optimisé la pureté de leur
échantillon en ajoutant une deuxiéme étape de purification qui se trouve &tre une
chromatographie d'exclusion (colonne Superdex-200). Notons que les auteurs ajoutent
des lipides a leur échantillon protéique et dans leurs tampons dés I'élution des billes de
colbalt. Pour les auteurs, il est important que la protéine ne soit pas en présence d'un
milieu oxydant : ils utilisent des tampons contenant différents agents réducteurs (DTT,
Mercaptoéthanol, TCEP) et leur procédure de cristallisation par diffusion de vapeur a
lieu sous atmosphére d'azote.

Bien que la stratégie de la premiére étape de purification ne soit pas identique,
dans l'exemple de SERCAla ou du canal potassique Kv, une deuxiéme étape de
purification a été nécessaire, et dans ces deux exemples ce fut une chromatographie
d'exclusion. Tout comme pour SERCA aprés son expression dans la levure, il semble que
le canal potassique Kv cristallisé était bien actif. Ceci tend a renforcer le sentiment que
nous avions qu'il ne faut pas renoncer a une bonne activité de la protéine d'intérét au
profit de grandes quantités de protéines. Cet argument me semble d'autant plus valable
qu'avec les avancées technologiques en matiere de robot, les essais de cristallisation

consommeront de plus faibles volumes d'échantillon protéique.

b) Essais de cristallisation du mutant

La procédure de purification mise au point sur 'ATPase sauvage, a permis
I'obtention du mutant E309Q a une pureté voisine de 70%. Les derniers essais réalisés
ont permis l'obtention de cristaux. Bien que petits, certains de ses cristaux seront
prochainement utilisés pour des expériences de diffraction aux rayons X (source

synchrotron).
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Les différentes tentatives que nous avons réalisées sur le mutant nous ont fait

toucher du doigt une des difficultés d'essayer de cristalliser une protéine purifiée

apres expression hétérologue. En effet, il est difficile d'obtenir un échantillon

concentré possédant exactement les mémes caractéristiques que les autres. Le Tableau

ITT.2-2 nous montre que cette difficulté

influe notamment sur

le rapport

protéine/détergent de I'échantillon. Selon notre mode opératoire, la quantité de lipides

ajoutée est proportionnelle a la quantité de détergent, le rapport protéine/lipide varie

donc également d'un échantillon a l'autre.

Volume | Concentration | Concentration | Rapport | Quantité de
(wL) protéique en CyzEq protéine | protéines

(mg.mL™) (mg.mL™) / Ci,Eg (1g)
P8 40 18,9 23 122 756
P10 53 16,5 20,2 1,22 874
P11 40 247 30 1,21 988
P12 40 13 22,8 1,75 520
P13 46 14,6 21,7 1,49 672
P17 54 1 17,7 1,61 594
P18 47 10,5 19,61 187 494
P19 62 145 17,9 1,23 899
P20 56 115 17,7 153 644

Tableau IITI.2-2 Propriétés de

I'échantillon aprés la

derniére étape

de

centrifugation de différentes purifications.

Les purifications dont les données sont présentées ici ont été réalisées d partir d'une

quantité de fractions membranaires correspondant a 4L de culture de levures. Les

purifications réalisées a partir dune méme préparation de fractions membranaires

sont de la méme couleur. Si besoin, [échantillon est dilué dans du tampon type HPLC

(sans CizEs) de maniére a réaliser les essais de cristallisation avec une solution d

environ 11-12 mg.mL™ .
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Une hypothese tentante pour expliquer ces variations serait de pointer du doigt
la différence de préparations membranaires. Les purifications opérées a partir d'une
méme préparation membranaire ont été regroupées dans le Tableau III.2-2. I| semble
effectivement que la préparation membranaire influe sur la quantité de protéines
purifiées, et donc qu'elles puissent expliquer en partie les variations observées. Pour
limiter les variations liées a la préparation membranaire, il pourrait &tre intéressant de
produire en une fois une grosse quantité de membranes. A I'heure actuelle, chaque
préparation membranaire est réalisée a partir de 8L de culture de levures. Les moyens
techniques du laboratoire pourraient nous permettre d'envisager la production de 12L de
culture. Une augmentation du volume de culture dans chaque Fernbachs de 500 a 750
mL pourrait permettre la production de 18L de culture mais il faudrait vérifier que cela
n'influence pas le niveau d'expression. Ceci permettrait de réaliser 4 purifications a
partir de la méme préparation membranaire. Au delg, il faudrait envisager le passage en
fermenteur semi industriel, ce qui suppose de mettre au point la culture et |'expression
dans ces conditions.

Une autre origine de ces variations pourrait &tre la difficulté a répéter a
I'identique les étapes de purification, par exemple le volume de résine, le volume
d'élution, le facteur de concentration, etc.. M@me si toutes ces imprécisions ne sont que
5-10%, cumulées, elles peuvent avoir leur importance. Ces différences me semblent
difficiles a contrédler, méme si leur éventuel impact doit tre gardé en mémoire par
I'expérimentateur afin de les limiter.

A l'heure actuelle, il est difficile de dire si les variations de propriétés de
I'€chantillon ont un impact sur la cristallisation. En effet, a ma connaissance, une seule
condition a été testée avec deux préparations différentes : il s'agit de la condition 11%
PEG6000-0.1M CaCl; -3% t-ButOH. Cette condition a été testée avec la purification P17
et deux fois avec la purification P19 (¢ Tableau III.2-2 et voir lignes A et C du
Tableau ITI.2-1 page 158). Il se trouve que dans les deux essais avec la purification P19,
cette condition a permis |'obtention de cristaux qui ont été congelés et seront testés en

diffraction. Par contre, l'essai réalisé avec la protéine de la purification P17 n'avait
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permis d'obtenir que des cristaux de type 2D. Au fravers de cet unique exemple, il

semble donc que les propriétés de I'échantillon pourraient avoir une importance.

Dahout-Gonzalez et al (2003) avaient déja étudié [impact du rapport
détergent/protéine pour la cristallisation du transporteur ADP/ATP (cf. Figure
ITT.2-5). Dans cette étude, les auteurs ont montré que la diminution du rapport
détergent/protéine pour atteindre 13g de détergent / g de protéines permettait la
formation de cristaux et que la diminution du rapport en dessous de cette barre
entrdinait I'augmentation de la taille des cristaux obtenus. Au dessous de 10g/g, la
protéine semble précipiter de maniére irréversible. Leur étude montre donc
I'importance du rapport détergent/protéine pour la cristallisation du transporteur
ADP/ATP. Cependant les rapports détergents/protéines dans les essais de
cristallisation du mutant E309Q ne sont pas du méme ordre de grandeur (c¢7. Tableau
ITI.2-2) et contrairement a Dahout-Gonzalez et al, le rapport lipides/protéines varie
également dans nos essais. Des études complémentaires pourraient €tre intéressantes,
d'autant plus que des essais de cristallisation d'autres mutants de SERCA sont
envisagés. Si une relation entre les propriétés chimiques de I'échantillon et la probabilité
de cristallisation était montrée, cela pourrait permettre d'optimiser les essais de

cristallisation.
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Figure TIII.2-5 Effet du rapport détergent/protéines sur la cristallisation du

transporteur ADP/ATP (extrait de Dahout-Gonzalez et a/., 2003)

Pour étudier cet effet les auteurs ont éliminé le detergent grace d des biobeads (a)
La figure (b) montre les essais de cristallisation effectués d partir dune solution
prélevée aux points A, B, C et D indigués sur le graphe (a), et contenant

respectivement 20, 16, 13 et 10 g de détergent par g de protéine.
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III.3 Etude de l'isoforme SERCA3

Il a été montré dans l'introduction de cette thése, la diversité des isoformes
SERCA3 et les variations fonctionnelles qui semblaient exister entre ces isoformes et
par rapport aux isoformes SERCA1 et SERCA2. Toutefois, peu d'études biochimiques
ont été menées sur ces différentes isoformes. Nous avons voulu profiter de I'expérience
acquise au laboratoire quant a I'expression hétérologue et la purification de SERCAla
pour essayer de purifier et d'étudier ces isoformes SERCA3. En paralléle des études de
localisation cellulaire de ces isoformes ont été réalisées.

L'isoforme de SERCA3 que le laboratoire possédait a mon arrivée était l'isoforme
SERCA3a de rat. Les premiers essais d'expression et de purification ont été conduits

sur cette isoforme.

III.3.1 Essais d'expression et de purification de SERCA3a de rat.

ITI.3.1.1 Expression de SERCA3a de rat dans 5. cerevisiae

L'ADNc de l'isoforme SERCA3a de rat a été cloné dans le vecteur pYEDP60 en
amont du site de thrombine et de I'étiquette « BAD » comme présenté sur la Figure
IT.1-1 page 94.

Dans un premier temps, aprés avoir sélectionné un clone par la procédure de
« mini-expression » décrite dans la partie « Techniques utilisées » (¢f. IT.2.1 page 105) ,
nous avons testé le protocole d'expression mis au point sur SERCAla-His et appliqué a
SERCA1a-BAD (cf. partie ITI.1 ). Les résultats obtenus sont présentés Figure III.3-1.
Les résultats de I'analyse par western blot des différentes fractions membranaires (A)
montrent que la protéine SERCA3a semble avoir été exprimée et biotinylée. Lors des
expressions de SERCA1-BAD ou du mutant, il était possible de quantifier la quantité de
SERCA présente dans les membranes grdce a une gamme de SR, mais I'anticorps utilisé
(79B) ne reconndit pas SERCA3. Afin d'estimer la réussite de cette expression, nous
I'avons comparée donc a celle de SERCA1-BAD. Les résultats de cette comparaison sont

présentés Figure ITI.3-1B. Sur cette figure, l'intensité des bandes correspondant a
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SERCA-BAD dans les fractions membranaires C2 et C3, comparativement a celles des
autres protéines biotinylées détectées dans ces mémes fractions, démontre que la
quantité de SERCA3-BAD exprimée est nettement inférieure a celle obtenue lors de
I'expression de SERCA1-BAD. Nous considérons que nous avons plus de 10 fois moins de
protéines SERCA3-BAD exprimées, biotinylées et localisées dans la fraction C3,
comparativement a SERCAla-BAD. Toutefois, nous avons décidé de tenter une premiére

purification de SERCA3-BAD.
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Figure IIT.3-1 Analyse par western blot (Avidine peroxydase) de |'expression de

SERCA3a de rat.

A-Analyses des différentes fractions obtenues aprés broyage et fractionnement
dune culture de levures transformées avec SERCA3a de rat. B-Comparaison des

expressions de SERCAla de lapin et de SERCA3a de rat

Quantité de protéines totales déposées : pour BT, 51, 52, 53, C1: 4 1. pour C2 et
C3 Iy. Les différentes protéines biotinylées observées sont indiguées par des
fléches.
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III.3.2 Essai de purification de SERCA3a de rat

L'essai de purification de SERCA3-BAD a été réalisé a partir de 15 mL de
fraction membranaire C3, soit I'équivalent de 500mL de culture. L'analyse des
différentes fractions récoltées est présentée Figure III.3-2. La quantité de protéines
SERCA3 récoltées dans les éluats, aprés coupure par la thrombine, est tres faible (c7.
gel SDS-PAGE, Figure III.3-2A). L'analyse en WB nous indique que la procédure de
purification n'est pas d mettre en cause en elle-méme: une partie de SERCA3 se
retrouve dans le solubilisat et reste fixée sur la colonne, la protéine de fusion n'étant
quasiment plus détectée dans les fractions de « Passe tout droit » (c¢£. Figure ITI.3-2B).

Pour analyser par western blot la purification jusqu'a I'étape d'élution, il nous
faudrait un anticorps anti-SERCA3. Comme il a été dit plus haut, 'anticorps 79B utilisé
pour toutes les analyses relatives a SERCAla he détecte pas SERCA3 (hon montré). J'ai
testé différents anticorps anti-SERCA3 polyclonaux obtenus par immunisation de lapin
avec un peptide correspondant aux 15 acides aminés N-terminaux de SERCA3a de rat
(fourni au laboratoire par J. MALLER et utilisés par Fuentes et a/., 2000). Les anticorps
190.1 (cf. Figure ITI.3-2C) ou 190.2 (non montré) permettent de détecter SERCA3a de
rat, mais, pour observer un signal, il faut déposer un volume important d'échantillon (100
fois plus que pour une détection de la protéine de fusion biotinylée avec l'avidine
peroxydase) et exposer la membrane pendant au moins 20 min.

En estimant trés approximativement que les éluats 1,2 et 3 (ImL chacun)
contiennent 0,07ug de SERCA (4 fois moins de protéines SERCA que |'échantillon « SR
0,4ug », cf. Figure IIT.3-2A), nous pourrions purifier ainsi 40ug de SERCA3 partir de 1L
de culture, soit 10 fois moins que lors de la purification de SERCAla.

Au vu de ces résultats, il nous a semblé préférable de tenter doptimiser

I'expression de SERCA3a de rat avant de poursuivre les expériences de purification.
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Figure IIT.3-2 Analyses de |'essai de purification de SERCA3a de rat

A- Gels SDS -PAGE coloré au bleu de Coomassie, dépot de 10/ de chaque fraction ,
sauf pour SR : dépot de 0.4 et lyg de protéines totales (soit 0,28 et 0,7 yg de
SERCA) B- Western blot, détection par lavidine peroxydase (10 s dexposition),
dépét de 0.1254. déchantillons C- Western Blot, détection par lanticorps 190.1 (20

min d'exposition), dépét de 10u de chague fraction sauf indications contraires.

Solubilisat: surnageant de solubilisation - fi: fraction numéro i -Eluat: fraction
éluée aprés action de la thrombine -M : margueur- SR : extrait protéigue de

réticulum sarcoplasmigue.
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ITI.3.2.1 Tentatives d'amélioration de I'expression de SERCA3a de rat.

a) Analyses de I'expression lors du protocole « standard »

Avant de modifier le protocole d'expression utilisé, j'ai analysé le déroulement de
I'expression dans le protocole tel qu'il était, a savoir une phase de croissance a 28°C
pendant 36h avant passage a 18°C et une premiére induction, suivi d'une deuxieme
induction @ t=49h et un arrét a t=55h (c¢f. partie « Techniques utilisées », paragraphe
IT.2.2 page 106 ).

Un des premiers parametres qu'il est possible d'analyser est la croissance des
levures au cours de la culture. Lors de I'expression décrite dans le paragraphe ITI.3.1.1,
j'ai récolté 44 g de levures par litre de culture, ce qui est similaire a ce qui est récolté
avec les levures exprimant SERCAL. C'est donc sans surprise que les courbes de
croissance sont peu différentes (c7. Figure IIT.3-3A).

L'évolution de la quantité de protéines totales dans le broyat a été suivie grdce a
des prélevements de 15mL de culture a des temps donnés. Il semble que la quantité de
protéines soit Iégérement plus importante dans le broyat « SERCA1 » que dans le broyat
« SERCA3 » ; toutefois I'évolution de la quantité de protéines dans le broyat total est
similaire. L'étude de la quantité de protéines présentes dans la fraction C3 n'est pas
indiquée ici car nous nous sommes rendu compte que le protocole de
broyage/fractionnement utilisé (adaptation a de faibles volumes du protocole standard)
n'‘était pas valide. Les broyats totaux ont été analysés par western blot (détection
avidine peroxydase): malheureusement, il n'a pas été possible de détecter avec
certitude SERCA3-BAD biotinylée, alors que la protéine SERCA1-BAD biotinylée était

détectable dans tous les broyats « post induction » déposés (non montré).
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Figure III.3-3 Analyses de la croissance des levures et de la concentration en

protéines totales du broyat au cours de la culture visant a |'expression de

SERCA1a-BAD ou SERCA3a-BAD (deux inductions a 18°C)

A-Analyse de la densité optigue de la culture de levure. B-Analyse de la
concentration en protéines totales, mesurées par BCA, dans le broyat total.

A SERCAla m SERCA3a. Les fléches indiguent les inductions. Au moment de la

premiére induction, la culture est transférée a 18°C.

Afin d'essayer d'améliorer I'expression de SERCA3, jai essayé de faire varier les

conditions de culture.
b) Conséquences d'inductions a 28°C au lieu de 18°C

J'ai analysé I'expression de SERCA3-BAD, et toujours en paralléle, de SERCA1-
BAD, dans le cas ol la culture, apres induction, continue a 28°C. La Figure III.3-4
montre l'analyse de la croissance des levures et I'évolution de la quantité de protéines
totales au cours de cette expérience. La croissance des levures « SERCA3 » ou
« SERCA1 » est similaire, et, de maniére non surprenante, plus importante que celle
observée lorsqu'un passage a 18°C est effectué (cf. Figure ITII.3-4A). Comme dans le cas
du protocole standard décrit précédemment, il semble que la quantité de protéines soit
|égérement plus importante dans le broyat « SERCA1 » que dans le broyat « SERCA3 »,

avec toutefois une évolution de la quantité de protéines dans le broyat total similaire.
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Figure III.3-4 Analyses de la croissance des levures et de la concentration en

la culture visant & |'expression de

28°C).

protéines totales du broyat au cours de

SERCA1a-BAD ou SERCA3a-BAD (température unique :

A-Analyse de la densité optigue de la culture de levure. B-Analyse de la concentration
en protéines totales, mesurées par BCA, dans le broyat total. A SERCAla m SERCA3a.
Les fléches indiguent les inductions. La culture a lieu a 28°C, méme apreés induction.
Pour comparaison, les valeurs concernant SERCAI1-BAD présenté sur la Figure III.3-3

sont rappelées ()

D'aprés les résultats présentés Figure III.3-4B, le broyat fotal « SERCA3 »
obtenu dans ce protocole aurait une concentration en protéines totales similaire a celle
du broyat total obtenu avec le protocole « standard ». Les broyats totaux ont été
analysés par western blot (détection avidine peroxydase) : encore une fois, il n'a pas été
possible de détecter avec certitude SERCA3-BAD biotinylée, alors que la protéine
SERCA1-BAD biotinylée était détectable dans tous les broyats « post induction »

déposés.
c) Conséquences d'un apport exogene de biotine.

Nous avons pensé que le faible niveau de SERCA3-BAD biotinylée détectée était
peut-€tre di a une mauvaise biotinylation de I'étiquette, liée d une carence en biotine.
Les résultats obtenus aprés croissance des levures « SERCA3 » dans un milieu

additionné de 1 mM de biotine (série « SERCA3+biotine ») sont comparés a ceux
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obtenus aprés croissance des levures « SERCA3 » sans addition supplémentaire de
biotine (série « SERCA3 sans biotine »). Dans cette série d'expériences, une seule
induction a été réalisée, et les levures sont restées a 28°C.

La croissance des levures « SERCA3 + biotine» et « SERCA3 sans biotine » est
comparable. Les résultats présentés Figure III.3-5B montrent toutefois que I'addition
de biotine dans le milieu permet l'augmentation de la quantité de protéines dans le
broyat. L'analyse par western blot (détection avidine peroxydase) des broyats montre
que, lorsque de la biotine a été ajoutée, il est possible de détecter sans équivoque une
protéine biotinylée supplémentaire, qui migre aux alentours de 120 kDa, et qui pourrait

donc étre SERCA3-BAD.

Ces expériences d'expression de l'isoforme SERCA3a de rat chez 5. cerevisiae
n'ont pas été poursuivies. Elles indiquent toutefois des pistes intéressantes pour
améliorer |'expression d'autres protéines dans ce systéme. Ces pistes pourront &tre
suivies en cas de mauvaises expressions de l'isoforme SERCA3a humaine, vers laquelle

nous nous sommes tournés (voir Paragrape III.4.2 : Discussion).
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Figure IIT.3-5 Analyses de la croissance des levures et de la concentration en

protéines totales du broyat au cours de la culture visant a |'‘expression de

SERCA3a BAD (température unique : 28°C, une induction, milieu additionné ou non

de biotine)

t=0 correspond au démarrage de la culture. Linduction par la galatose se fait d

t=36h. = ! ajout de biotine dans le milieu de culture o . pas de biotine ajoutée.

Sans ajout de biotine Avec ajout de biotine
kDa 36 39 43 47 48 51 54 57 60 36 39 43 47 48 51 54 57 60 heures (temps de culture)
or. 1 . ” -
‘/Pyruvate carboxylase
o, TGRS RN eSO, SERCA-BAD

Figure III.3-6 Analyse par western blot (avidine peroxydase) des broyats de

levures « SERCA3 » aprés culture dans un milieu additionné ou non de 1 mM

biotine

175




RESULTATS ET DISCUSSIONS : ETUDE DE L'TSOFORME SERCA3

IIT .4 Localisation cellulaire

Une des hypothéses reliées a la présence de plusieurs isoformes SERCA dans une
méme cellule serait que ces isoformes soient localisées dans des régions subcellulaires
différentes. Avec I'équipe de Jean-Marc VERBAVATZ, nous cherchons a regarder s'il
est possible de corroborer cette hypothése par des expériences de microscopie
électronique. Pour que l'observation en microscopie électronique soit possible, il ne faut
pas que la protéine a détecter ait un trop faible niveau d'expression. Au cours de ma
theése, j'ai réalisé un travail préliminaire consistant a chercher des cellules humaines
exprimant suffisamment SERCA3a pour qu'il soit envisageable de la détecter lors
d'expériences de microscopie électronique. La microscopie de fluorescence est une
méthode qui a pu nous permettre de nous rendre compte du niveau d'expression de

SERCA3 dans différents types cellulaires.

ITT.4.1.1 Analyses de cellules HEK transfectées par un vecteur

d'expression contenant ou non SERCA3

L'équipe de Jocelyne ENOUF a obtenu des lignées stables de cellules HEK
transfectées chacune avec un vecteur d'expression pcDNA contenant 'ADN codant pour
I'une des différentes isoformes SERCA3 humaines (Martin et al, 2002; Bobe et al,
2004). Jocelyne ENOUF nous a aimablement fourni ces lignées. Nous avons voulu
regarder la localisation de SERCA3 dans les cellules HEK transfectées avec le vecteur
pcDNA non recombinant, le vecteur contenant SERCA3a humaine ou le vecteur

contenant SERCA3b humaine. Les résultats sont présentés Figure III.4-1.

Nous avons pu visualiser sans équivoque possible SERCA3 dans ces cellules aussi
bien avec l'anticorps PL/IM 430 reconnaissant toutes les SERCAs qu'avec l'anticorps
spécifique a SERCA3a. Il est évident que les cellules HEK transfectées par les vecteurs
SERCA3ah ou SERCA3bh surexpriment la protéine. Nous pouvons observer que les
protéines SERCA3 apparaissent, comme attendu, localisées dans le réticulum. Par

contre, nous ne pouvons rien en déduire quant A la localisation subcellulaire
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« physiologique » de SERCA3. Toutefois, ces expériences montrent qu'il est possible de
détecter SERCA3a /n situ avec les deux anticorps que hous avions a disposition et il nous
a paru intéressant de regarder ce qui se passe dans des cellules non tranfectées, dans
un premier femps en immunofluorescence.

Par ailleurs, des lysats de ces cellules HEK transfectées ont été déposées sur gel
SDS-PAGE et ont permis de vérifier qu'il était possible de détecter SERCA3a humaine
aprés western blot par l'anticorps PL/IM 430 (non montré). Ces lysats pourront
ultérieurement servir de contrdle positif lorsqu'il s'agira de vérifier par western blot la

présence de SERCA3 humaine dans des préparations.

HEK/pcDNA HEK/SERCA3ah HEK/SERCA3bh

PL/IM
430

Anti

Serca3a

Figure III.4-1 Analyses par microscopie de fluorescence confocale de cellules HEK

transfectées apreés perméabilisation par du Triton X-100 et immunomarquage.

PcONA : cellules transfectées avec le vecteur pcONA vide- HEK/SERCA3ah ou
SERCA3bh : cellules transfectées avec le vecteur PcONA/SERCA3a humaine ou
SERCA3b humaine. PI/IM : immunomarquage réalisé avec lanticorps PL/IM 430. -
anti-SERCA3a : immunomarquage réalisé avec lanticorps Anti-SERCA3a humaine -

Les anticorps secondaires utilisés sont couplés a la fluorescéine (fluorescence verte)
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ITT.4.1.2 Analyses de cellules humaines non transfectées et d'un tissu,

la peau.

a) Utilisation de lignées cellulaires

Nous avons regardé si SERCA3a était détectable par microscopie de
fluorescence dans deux lignées cellulaires disponibles au laboratoire, les cellules Caco-2
et les cellules HaCat (cellules humaines d'adénocarcinome du colon et cellules
kératinocytes respectivement) ainsi que dans une lignée fournie par Anne-Marie
LOMPRE, les cellules EAHy926 (cellules endothéliales).

Avec les cellules Caco-2 et HaCat, aucun signal ne ressort du bruit de fond, que
ce soit avec l'anticorps anti-SERCA3a ou avec PL/IM 430.

Les résultats obtenus avec les cellules EAHY926 sont présentés Figure ITI.4-2.
Un trés faible signal est détectable avec I'anticorps PL/IM 430. Un signal un peu plus
intense est observée avec I'anti-SERCA3a. Malgré ce faible signal obtenu en microscopie
de fluorescence, des essais d'observations en microscope électronique de ces cellules
EAHy926 aprés immunomarquage ont été réalisés. Il n'a pas été possible de détecter
SERCA3a (non montré). Cet échec confirme qu'il nous faut travailler avec des cellules
pour lesquelles le signal observé lors d'expériences en miscroscopie de fluorescence

avec le méme anticorps primaire est suffisamment intense.
b) Analyse d'un tissu humain: la peau

Des coupes de peau (H5um) ont été réalisées. Les résultats observés en
microscopie de fluorescence aprés immunomarquage sont présentés Figure III.4-3. Un
faible marquage est observé dans les cellules épithéliales avec I'anticorps anti-SERCA3a
(cf. premiere ligne). Un plus fort signal est observable dans les cellules endothéliales
(cellules entourant les vaisseaux, cf. deuxiéme ligne). De maniére surprenante, ces
marquages ne sont pas retrouvés avec l'anticorps PL/IM, censé reconnditre toutes les
SERCAS3. Par contre, un signal est détecté avec cet anticorps dans des cellules acineuses
(cf. troisieme ligne) laissant supposer qu'une autre isoforme SERCA3 est exprimée dans

ces cellules.
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L'intensité du signal observé avec l'anticorps anti-SERCA3a dans les cellules
endothéliales de la peau (contraste non amplifié, contrairement aux résultats présentés
Figure ITI.4-2) est suffisamment forte pour que des analyses en microscopie de cellules
endothéliales soient envisagées. Pour faciliter I'observation, des coupes de péritoine,
tissu hautement vascularisé, pourraient etre utilisées, aprés avoir bien siir, vérifié que
le méme type de signal était observable sur des coupes de ce tissu en microscopie de

fluorescence.
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Figure IIT.4-2 Analyses par microscopie de fluorescence de cryo-coupes (5uM

d'épaisseur) de cellules EAHy926 aprés perméabilisation au Triton X-100 et

marquage par anticorps.

A. PLIM dilution 1/50 +anti souris 1/50, pas de contre coloration. B Contréle : anti
souris 1/50 seul, pas de contre marquage. C: Anti SERCA3a 1/100 + anti lapin 1/50,
contre coloration bleu Evans. D Contréle : anti lapin 1/50 seul, contre coloration bleu
Evans Barre : 10um. Les anticorps secondaires utilisés sont couplés d la fluorescéine

(fluorescence verte). Le contraste a été amplifié.

Détail de la légende de la Figure III.4-3 (voir ci-contre)

Dans chaque ligne ont été représentés des champs dobservations correspondant au
méme type cellulaire, d savoir des cellules épithéliales (indiguées par une fléche), des
vaisseaux (indigués par un double fléche) et des cellules de type acineuse (indiguées
par une fléche pointillée). Les anticorps secondaires utilisés sont couplés d la
fluorescéine (fluorescence verte). La flurorescence rouge est due au contre

marquage au bleu Evans.
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III 4.2 Discussion

ITT.4.2.1 Essais d'expression et de purification

Les expériences d'expression de SERCA3 se sont révélées plus difficiles que nous
le pensions. Notons que des difficultés d'expression avaient déja été rencontrées au
laboratoire pour I'étude de certains mutants de SERCA1 (cf. Lenoir, 2003). Les essais
d'amélioration du niveau d'expression de SERCA3a de rat, en particulier ceux menés en
additionnant de la biotine au milieu de culture, laissent toutefois un espoir quant da la
faisabilité de ce projet.

Au vu des résultats obtenus avec addition de biotine, on peut se demander s'il est
possible que la protéine de fusion soit exprimée dans les expériences précédentes mais
qu'elle ne soit pas biotinylée. Pour y répondre, il serait nécessaire d'avoir un anticorps
anti-SERCA3a de rat suffisamment sensible pour la détecter. Or, les anticorps que hous
avons a disposition au laboratoire, dirigés contre la partie N-terminale sont trop peu
sensibles pour &tre utilisés dans les analyses d'expression. Une collaboration avec les
équipes d'Anne-Marie LOMPRE et de Jocelyne ENOUF nous a amenés a nous intéresser
a la localisation de SERCA3a humaine, pour laquelle des anticorps plus sensibles sont
disponibles. Par ailleurs, au cours de ma thése a été publié la découverte de 3 nouvelles
isoformes SERCA3 humaines, ces papiers démontrant de plus une spécificité entre
especes propre a cette famille d'isoformes (Martin et a/., 2002; Bobe et a/., 2004). Pour
ces raisons, a la fois pratiques et théoriques, nous avons donc décidé de repartir vers
I'expression de SERCA3a humaine. Dans ce buft, j'ai réalisé la construction décrite dans
la partie « Techniques utilisées » (paragraphe II.1.2.1b) page 95). Les premiers essais
d'expression de SERCA3a humaine n'ont pas été concluants. Aprés analyse de la
construction réalisée, il s'avere que 17 nucléotides entre le codon STOP aprés le
domaine BAD et la séquence de terminaison de la PGK ont été supprimés. Il faudrait
rétablir cette séquence avant de poursuivre plus en avant les essais d'expression de
SERCA3a. Une fois la nouvelle construction réalisée, si I'expression de SERCA3a

humaine est faible, les tests présentés dans cette thése pour tenter d'améliorer
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I'expression de SERCA3a de rat pourraient donner des pistes pour améliorer
I'expression de SERCA3 humaine. L'addition de biotine semble &tre favorable a
I'expression de SERCA3-BAD biotinylée, alors qu'il n' y avait aucun effet sur I'expression
de SERCA1-BAD biotinylée (cf. discussion de larticle I). Des variations dans le
protocole d'induction pourraient tre testées, a l'image de celles qui ont été réalisées
pour mettre au point le protocole d'expression de SERCAla (Lenoir et al, 2002).
Signalons cependant que méme si le niveau d'expression reste faible, a la lumiére des
expériences a grande échelle réalisées pour la cristallisation, il semble possible d'utiliser
2 voire 4 L de culture pour réaliser une purification et ainsi obtenir suffisamment de

matériel pour des études ultérieures.

En cas de succes de l'expression de SERCA3a, il pourrait €tre intéressant de
purifier les différentes isoformes SERCA3 humaines afin de comparer leurs propriétés
biochimiques. Ces propriétés pourraient &tre comparées a celle de SERCAlq, toutefois il
serait également intéressant de les comparer a SERCA2b, isoforme ubiquitaire toujours
présente dans les cellules dans lesquelles une ou plusieurs isoformes SERCA3a ont été

détectées. Ceci nécessiterait la mise au point de I'expression de SERCA2b également.

ITT.4.2.2 Localisation cellulaire de SERCA3

Les expériences de microscopie de fluorescence menées sur les coupes de peau
montrent que, /n situ, la protéine SERCA3a humaine a un taux d'expression qui varie
suivant les types cellulaires. Par ailleurs, la détection d'un signal par l'anticorps PL/IM
430 dans les cellules acineuses indiquent que les isoformes SERCA3a n'ont pas toutes la
méme localisation cellulaire /n situ. Les résultats obtenus avec cet anticorps PL/IM sont
toutefois surprenants : en effet, cet anticorps, censé reconnditre toutes les isoformes
SERCA3 humaines devrait détecter la présence de SERCA3a. L'anticorps PL/IM 430 est
un anticorps monoclonal de souris, dirigé contre les membranes intracellulaires de
plaguettes (Hack et al/, 1988). Chandrasekera et Lytton, (2003) ont montré que cet
anticorps était dirigé contre la partie N-terminale des isoformes SERCA3 humaines et

que la proline 8 et le glutamate 192 étaient essentiels pour former I'épitope reconnu par
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PL/IM 430. Les auteurs ont proposé que cet anticorps soit un anticorps
« conformationnel », capable de distinguer la forme E1Ca; de la forme E2. En effet, les
mouvements du domaine A au cours du cycle catalytique font que I'épitope de PL/IM 430
est moins accessible dans la conformation E2-TG (cf. Figure III.4-4). Selon cette
hypothése et d'aprés nos résultats présentés Figure III.4-3, il semblerait que les
protéines SERCA3a détectées soient majoritairement dans la conformation E2. Ceci
souleve la question de savoir pourquoi dans certaines cellules, les isoformes SERCA3
seraient dans une conformation E2, et dans d'autres cellules, dans une conformation El.
Une hypothése alternative serait qu'une autre protéine masque cet épitope dans

certaines cellules.

Structure E1-Ca, Structure E2-Tg

Figure III.4-4 Localisation de l'‘acide aminé 8 (Sérine) et de l'acide aminé 192

(Glutamate) dans les structures El1-Ca, et E2-TG de SERCAla (figure réalisée avec
Martin PICARD)

Les chaines latérales des acides aminés 8 et 192 sont modélisées par des sphéres

rouges représentant encombrement des atomes.
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Peu de groupes ont publié des résultats sur la localisation cellulaire des isoformes
SERCA. L'équipe de Jocelyne Enouf s'est intéressée a la localisation subcellulaire des
isoformes SERCA2b et SERCA3 dans la plaquette. Des observations en microscopie
électronique leur ont permis de montrer que, dans les plaquettes au repos, les isoformes
SERCA3 reconnues par PL/IM 430 seraient localisées pres de la membrane plasmique.
Un point intéressant soulevé par leurs travaux est qu'aprés activation des plaquettes,
les isoformes reconnues par PL/IM 430 ne seraient plus observées proche de la
membrane plasmique et seraient relocalisées dans le cytoplasme. A la lumiére des
résultats de Chandrasekera et Lytton, une autre interprétation de ces résultats
seraient que les isoformes SERCA3 localisées a proximité de la membrane plasmique
auraient changé de conformation. Selon I'hypothése alternative proposée plus haut pour
expliquer la non-reconnaissance des isoformes SERCA3a par l'anticorps PL/IM 430, une
troisieme interprétation serait que l'interaction entre la protéine SERCA3 et une autre
protéine masquant I'épitope de PL/IM430 soit modifiée. Les travaux de l'équipe de
Muallem réalisées sur les cellules des glandes salivaires et des glandes pancréatiques
apportent également des arguments en faveur d'une localisation particuliere des
isoformes SERCA3 (Lee et al, 1997). Les auteurs montrent que les isoformes SERCA3,
détectées avec l'anticorps N89, ne sont pas présentes dans tous les types cellulaires de
la glande et qu'a l'échelle cellulaire, contrairement a I'expression de SERCA2D,
I'expression de SERCA3 serait polarisée, SERCA3a étant principalement observée au
niveau du péle basal.

Il serait intéressant d'avoir des données supplémentaires sur la localisation
subcellulaire /n situ des isoformes SERCA3. L'intensité du signal observée en
microscopie de fluorescence dans les cellules endothéliales de la peau aprés immuno-
marquage avec l'anticorps anti-SERCA3a fait qu'il est envisageable de passer a I'échelle
sub-microscopique grdace a des analyses par microscopie électronique. Il serait
intéressant de détecter également l'isoforme SERCA2b dans ces mémes cellules. Etant
donné les expériences de Liu et a/. (1997), démontrant une relation entre SERCA3 et la

signalisation par le NO chez la souris (voir le paragraphe dans le chapitre d'introduction)
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il pourrait &tre intéressant de regarder la localisation de la NO-synthase dans ces
mémes cellules.

Le fait que I'anticorps PL/IM se révele étre un anticorps conformationnel peut en
faire un  outil intéressant pour  établir  éventuellement une relation
structure/fonction/localisation. Il serait intéressant de regarder dans d'autres types
cellulaires que les plaquettes si la modification de I'état dactivation de la cellule
influence un changement de conformation E1/E2, voire la localisation des pompes
SERCA3 suivant leur conformation. Mais ce type d'expérience suppose de trouver des
lignées cellulaires exprimant SERCA3 a un taux suffisamment élevé pour permettre des

analyses a I'échelle subcellulaire.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Expression et purification des isoformes SERCA

L'utilisation du protocole d'expression hétérologue chez 5. cerevisiae mis au
point par Lenoir et al. (2002) a permis d'obtenir de bons rendements d'expression de
SERCAla-BAD et de SERCA1a-E309Q-BAD. De maniére inattendue, nous avons
rencontré des difficultés lors de I'expression de SERCA3a de rat. Des expériences
visant a améliorer cette expression ont donc été entreprises. Me calquant sur les
expériences réalisées par Lenoir et a/. (2002) pour améliorer le protocole d'expression
initial (cf. Centeno et al, 1994), j'ai fait varier les conditions d'induction. Stolz et ses
collaborateurs ayant montré linfluence de l'ajout de biotine dans le milieu lors de
I'expression d'une protéine étiquetée « BAD » (Stolz et al, 1995), nous avons testé une
complémentation du milieu en biotine, bien que cette complémentation n'ait eu aucun
effet sur I'expression/biotinylation de SERCAla-BAD (résultats non publiés du
laboratoire). Cet ajout a amélioré I'expression de la protéine de fusion biotinylée. Faute
d'analyses plus poussées, nous ne sommes pas capables de dire si cet ajout de biotine
joue sur l'expression ou sur la biotinylation uniquement. D'autres auteurs ont tenté
d'améliorer I'expression de leur protéine d'intérét en ajoutant au milieu de culture des
« chaperons chimiques » (notion introduite par Welch et Brown, 1996). Dans le cas
d'expression chez S. cerevisiae , il a été montré que le glycérol pouvait favoriser
I'expression de la protéine exogéne ( voir par exemple le cas de la P-gp décrit par Figler
et al, 2000). D'autres chaperons chimiques sont connus (d'autres polyols, des
triméthylamines... ¢, Perlmutter, 2002) ; ces chaperons chimiques peuvent &tre le ligand
méme de l'enzyme. Ainsi, Portmann et Solioz, (2005), ont favorisé |'expression
fonctionnelle de 'ATPase Cu chez S. cerevisiae en ajoutant du cuivre dans le milieu de
culture. L'utilisation de tels chaperons chimiques pourrait tre envisagé pour améliorer
I'expression chez S. cerevisiae de SERCA3, voire de SERCAL.

Le protocole de purification par la méthode « biotine », mis au point au cours de
cette thése, s'avére efficace pour la purification de 'ATPase Ca®* du réticulum. Pour
SERCAlq, cette stratégie de purification est meilleure que la stratégie de purification

« Histidine » car elle permet d'obtenir une protéine plus active. Une hypothese que nous
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avangons pour expliquer cette différence est que I'étape de biotinylation /in vivo
sélectionne des protéines de fusion correctement conformées, donc plus actives. Une
autre hypothése, non exclusive, est que, dans le cas de SERCA, la purification par la
méthode « Histidine » dénature la protéine. La stratégie « biotine » pourrait tre
employée pour la purification d'autres protéines membranaires, sous réserve que la
protéine de fusion biotinylée soit exprimée. Dans ce cas, des adaptations du protocole
devront sans doute &tre apportées dans les étapes de solubilisation et de coupure par la
protéase, ces deux étapes dépendant de la protéine d'intérét. L'essai de purification de
SERCA3a de rat laisse supposer que cette méthode est applicable méme en cas de faible

taux d'expression.

Cristallisation des protéines recombinantes SERCAla sauvage et

SERCAIa-E309Q

Les essais de cristallisation réalisée sur la protéine SERCAlaq, purifiée apres son
expression hétérologue chez S. cerevisiae ont abouti a l'obtention de cristaux
diffractant les rayons X a 3,1 A. La structure déduite de l'analyse du profil de
diffraction obtenu a 3,4 A est similaire de la structure obtenue & partir de cristaux de
I'ATPase native du SR formés dans les mémes conditions (+ Ca®* +AMPPCP). Ce travail et
celui réalisé sur la canal potassium de rat par Long et al (2005) sont les premiers
exemples de réussite d"obtention de structures a partir de protéines membranaires
mammaliennes purifiées apreés leur expression en systéme hétérologue. De nombreuses
équipes cherchent également a obtenir des structures 3D de protéines membranaires
mammaliennes apres expression hétérologue. Selon nous, notre réussite s'explique en
partie par la bonne activité spécifique de la préparation protéique utilisée pour les
essais de cristallisation. Nous avons également bien slir bénéficié de l|'expérience
acquise par les équipes de Poul Nissen et Jesper Mgller quant a la cristallisation de
SERCA1a, ce qui hous a évité de tester de nombreuses conditions de cristallisation.

Les résultats obtenus avec la protéine sauvage ont ouvert la voie a I'étude de

mutants, avec pour objectif I'obtention d'informations structurales sur d'autres états
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conformationnels de I'enzyme. Le mutant choisi, E309Q , est suspecté ne fixer qu'un
seul ion Ca®. L'obtention de la structure du mutant en présence de Ca® pourrait donc
permettre d'avoir une image de I'état conformationnel E1-Ca;. Les résultats obtenus
avec le mutant E309Q sont prometteurs puisque des cristaux ont été observés. Ces
cristaux, plus petits que ceux obtenus dans le cas de SERCAla purifiée, n'ont pas encore
été analysés au synchrotron. Il a toutefois été plus difficile d'obtenir des cristaux du
mutant. Nous avons du tester beaucoup plus de conditions que pour obtenir des cristaux
de SERCAla sauvage purifiée. Ceci peut €tre du au fait que les conditions de
cristallisation varient suivant I'état conformationnel de la protéine. Une hypothése
alternative serait que ce mutant soit moins stable que la protéine sauvage. En effet, le
Ca* est connu pour stabiliser la protéine sauvage or le mutant E309Q est justement un
mutant du site calcium.

D'autres mutants sont actuellement en préparation au laboratoire.

Localisation cellulaire in situ de SERCA3

Les isoformes SERCA3 sont toujours exprimées dans des cellules exprimant
également l'isoforme SERCA2b. En paralléle a des études biochimiques, la connaissance
de la localisation cellulaire pourrait aider a comprendre la fonction de ces isoformes. Ce
type d'études implique de pouvoir détecter les protéines en microscopie. Les travaux
préliminaires présentés dans ma these montrent que dans la peau humaine, les cellules
endothéliales sont les seules a exprimer l'isoforme SERCA3a a un taux suffisamment
¢levé pour qu'il soit envisageable de les détecter avec l'anticorps anti-SERCA3a en
microscopie électronique. Il serait intéressant d'analyser d'autres tissus, comme par
exemple le poumon et le pancréas, dans lesquels un fort taux dARNm SERCA3a a été
décelé (cf. Figure I.2-4 page 29 et Martin et al., 2002).

Ces études de localisation cellulaire pourraient également permettre de chercher
de potentiels partenaires des SERCA3 ou du moins d'impliquer ces SERCAs dans une voie
de signalisation calcique donnée. Etant donné les résultats publiés par Liu et a/. (1997), il

serait intéressant de comparer la localisation de SERCA3 et de la NOS. S'il était
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montré que ces deux protéines étaient co-localisées, il serait possible d'associer

SERCA3 a la voie de signalisation calcique impliquée dans I'activation de la NOS.

L'homéostasie  du calcium intracellulaire est la résultante complexe de
mécanismes impliquant des systémes  diminuant, famponnant ou augmentant la
concentration calcique intracellulaire. La connaissance fonctionnelle et structurale de
chacun de ses composants aide a comprendre comment la cellule peut créer et réguler
un signal calcique. Il est maintenant admis que les signaux calciques ont une délimitation
temporelle mais également spatiale. L'étude de la localisation cellulaire des différents
composants intervenant dans ces signaux est donc un aspect important.

Tels les SERCAs, de nombreux composants intervenant dans cette signalisation
calcique présentent plusieurs isoformes (Berridge et a/, 2003). La compréhension du
signal Ca®" passe par I'étude de la fonction, de la structure et de la localisation de
chacune de ces isoformes. La localisation des isoformes peu abondantes reste difficile,
mais les travaux présentés dans ma these peuvent aider a étudier leur fonction et leur

structure, aprés expression hétérologue et purification.
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Abstract

We have recently described the final steps leading to the crystallisation of a mammalian membrane
protein, the rabbit sarcoplasmic reticulum Ca*"-ATPase, after heterologous expression. Here, we detail
the initial steps leading to this new purification method. A biotin acceptor domain was fused at the C-
terminal part of Ca’-ATPase and a thrombin site was inserted between both coding regions. The
recombinant protein was expressed under the control of a galactose-inducible promoter in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. The biotinylation reaction of the protein was performed directly in vivo in
yeast. After solubilization of the yeast light membrane fraction, the biotinylated protein was retained
specifically using the strong biotin—avidin interaction. Finally, digestion by the protease thrombin allowed
the separation of the Ca**-ATPase from the biotinylated domain. At this step, Ca*-ATPase is in a
relatively purified form (about 40%). After a size-exclusion HPLC step, the purity of the protein is about
70%, and evaluation of the conformational changes during the catalytic cycle by monitoring the intrinsic
fluorescence is demonstrated. The major advantage of this avidin procedure is the particularly good

specific ATPase activity as compared with that of a purified His-tagged Ca*"-ATPase.

Keywords: expression in yeast; membrane protein; biotinylated fusion protein; affinity purification



Introduction

Expression and purification of membrane proteins is always challenging, especially if the final
goal is the crystallisation of these molecules. Nevertheless, they are often key steps in obtaining
knowledge of the enzyme structure/function relationship. Recently, we purified the rabbit
sarco/endoplasmic reticulum Ca®"-ATPase after expression in yeast, and this led us to describe one of the
first successful crystallisations of a mammalian membrane protein derived from a heterologous
expression system (1). At the same time, Long et al. have obtained the crystal structure of a rat brain
voltage-dependent Shaker family K' channel over-expressed in the yeast Pichia pastoris (2). In earlier
work (1), we focused on the final steps of the purification and on the crystallisation conditions, while
here, we describe in detail the initial steps of the expression and purification, and compare the yeast-
expressed, purified His-tagged SERCA1a and the avidin-purified SERCA1a.

Sarco/endoplasmic reticulum Ca**-ATPases (SERCA)' are involved in many cellular functions by
maintaining a low concentration of Ca*" in the cytosol. In vertebrates, the SERCA la isoform is expressed
in the sarcoplasmic reticulum (SR) of skeletal muscle cells. Rabbit skeletal muscle SERCAla is one of
the most intensively studied transport Ca*"-ATPases, because it is particularly stable and abundant in this
tissue (it represents about 75% of the reticulum membrane proteins). Using the rabbit protein as starting
material, several 3D structures of SERCAla have been obtained (for reviews, see (3, 4)). In parallel with
the structural work, a number of site-directed mutagenesis studies on SERCA la have been undertaken in
order to look at the residues crucial for Ca**-binding or/and the activity of the pump (5-7). For the latter
work, it was necessary to express the mutated protein in a heterologous system, and several hosts were
used, including infected mammalian COS-1 cells (8-10), baculovirus-infected Sf9 insect cells (11, 12),
and cells from the yeast Saccharomyces cerevisiae (13-15). In terms of the amount of expressed protein,

the baculovirus-Sf9 system is interesting but the SERCA 1a protein obtained is only partly functional (11,

' The abbreviations used are:SR, sarcoplasmic reticulum; SERCA, sarco/endoplasmic reticulum Ca>*-ATPase; BAD, biotin
acceptor domain; SEC, size-exclusion chromatography; EYPC, egg-yolk L-o-phosphatidycholine; EYPA, egg-yolk
phosphatidic acid; DDM, n-dodecyl B-D-maltoside; C,Es, octaethylene glycol mono-n-dodecyl ether; PMSF,
phenylmethanesulfonyl fluoride, PVDF, polyvinylidene difluoride, GFP, green fluorescent protein.



12). A good compromise is found with the COS-1 cells, which are able to over-express active proteins
with a low endogenous SERCA activity (9). If the goal is a subsequent purification, the yeast system
appears to be a better tool. The mechanisms of Ca’" homeostasis and signalling in yeast are
fundamentally similar to those in higher eukaryotes, and the use of yeast as the expression system allows
simple and inexpensive growth conditions, and a relatively short cell-cycle (for a review, see (16)).
Moreover, the over-expression of membrane proteins in the yeast system can be tuned to produce
sufficient amounts of purified SERCAla protein in a functional state (15). Finally, SERCA proteins are
not coded for in the yeast genome.

For protein purification, the addition of a His tag has been used largely in order to retain the
protein on a Ni*" support by affinity chromatography (for a review on the various purification tags, see
(17)). In order to increase the affinity between the tag and its counterpart, we have chosen the biotin—
avidin system, which is one of the most efficient. By this procedure, a biotin acceptor domain (BAD) is
fused to the protein of interest and it is naturally biotinylated in the host organism. The biotin ligase,
which is responsible for the catalytic reaction, is highly conserved together with its recognition sequence
(18). Biotinylation of proteins other than the one of interest will occur, and this represents a problem that
must be solved during purification. One protein in bacteria, and three proteins in S. cerevisiae are
naturally biotinylated (19, 20).

In the case of membrane proteins, the purification based on the biotin—avidin interaction has been
used successfully for lactose permease (21) and P-glycoprotein (22, 23).

Here, we have focused on the over-expression and purification of rabbit SERCAla in a
heterologous system by using the biotin—avidin purification procedure. Thus, we have over-expressed
SERCA1a fused to a BAD in yeast, purified the in vivo biotinylated fusion protein on a monomeric avidin
affinity column, and eluted a relatively well-purified protein by a thrombin protease cleavage. This
protein is characterized by a high level of ATPase activity, close to that of SERCAla from rabbit

sarcoplasmic reticulum. After an additional size-exclusion chromatography (SEC) step, the



conformational changes of the protein associated with Ca** binding at the high affinity sites are followed

by monitoring its intrinsic fluorescence properties.
Materials and Methods

Materials

Biochemical products were from Sigma-Aldrich (Lyon, France) unless specified otherwise. Restriction
and modification enzymes were purchased from New England Biolabs (Beverly, MA, USA). PfuTurbo
DNA polymerase and Quik-Pik Electroelution capsules were from Stratagene. Bovine thrombin
(#604980) was from Calbiochem (La Jolla, CA, USA). The Softlink™ Soft Release Avidin Resin was
purchased from Promega (Charbonnicres, France). Avidin—peroxidase conjugate was from Sigma.
Products for yeast and bacteria cultures were purchased from Difco (Detroit, MI, USA). Purified egg-yolk
L-a.-phosphatidycholine (EYPC) and egg-yolk phosphatidic acid (EYPA) were from Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, USA). Pure n-dodecyl B-D-maltoside (DDM, # D310) was purchased from Anatrace
(Maumee, OH, USA). Octaethylene glycol mono-n-dodecyl ether (Cj2Eg) was purchased from Nikkol
Chemical (Tokyo, Japan). Biobeads SM-2 absorbent (20-50 mesh), and precision protein standards were
from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Immobilon-P membranes were from Millipore (Bedford, MA,

USA).

Strain, plasmid and constructions

Strain

The S. cerevisiae W3031.b/Gal4 (a, leu2, his3, trpl::TRP1-GAL10-GAL4, ura3, ade2-1, can’, cir+) strain

was as described by Lenoir et al. (15).



Plasmid

Plasmid pYeDP60 was generously given by Denis Pompon (CGM, Gif-sur-Yvette, France) (24). The

expression plasmid pYeDP60-6HCSERCA 1a was used for the construction described in this work (15).

Construction of plasmid pYeDP60-SERCAla-Bad

A 37 192 bp fragment of the 2982 bp rabbit SERCA1 cDNA and a 300 bp Klebsiella pneumoniae C-
terminal oxaloacetate decarboxylase BAD cDNA fragment were amplified from pYeDP60-
6HCSERCAla (15) and pKR35 (kindly provided by R. Kaback and D. Hardy, UCLA, USA),
respectively. Oligonucleotides were designed to be complementary to both the stop codon region of rabbit
SERCAla cDNA and the 5’ end of the relevant fragment of BAD cDNA. The SERCAla 5’ primer
sequence (5°) C CTC CAC TTC CTC ATC CTC TA (3’) was complementary to SERCA1la cDNA near a

Sall site. The SERCA1la 3’ primer sequence (5’) AGC AGC CGC CGT GGA TCC TCT TGG AAC

CAA ACC ACC TCC CTC CAG GTA GTT (3°) was complementary to the C-terminal SERCAla cDNA
(in italics), destroyed the His codons, included additional nucleotides encoding two glycines, nucleotides
encoding a thrombin cleavage site (in bold) and nucleotides complementary to the 5’ end of the BAD

fragment (underlined). The BAD 5’ primer sequence (5°) G GGA GGT GGT TTG GTT CCA AGA

GGA TCC ACG GCG GCT GCT CCT GCT CCT (3°) was complementary to the 5’ end of the
SERCA1la 3’ primer sequence (40 nucleotides) and included additional nucleotides complementary to the

5’ end of the BAD fragment. The BAD 3’ primer sequence (5°) G CAG ATC GAG CTC TTA GGT CAT

CAG GGT GTC GC (3’) was complementary to the 3’ end of BAD ¢cDNA (underlined), and included a
stop codon region and a Sacl site. Two DNA fragments were amplified, a SERCA1la fragment (192 bp)
and a BAD fragment (300 bp). Both fragments were gel-purified, combined to act as template, and PCR
amplified (the first cycle was performed without primers and the following with the SERCAla 5’ primer
and the BAD 3’ primer) in a hybridisation-extension reaction. The resultant gene fusion SERCAla +

biotin acceptor domain (452 bp) was trimmed with Sall and Sacl, gel-purified, inserted into electroeluted



digested pYeDP60-6HCSERCA 1a, and transformed into Escherichia coli IM109, and the recombinant
plasmid was colony-purified. The resultant construct encodes full-length rabbit SERCAla protein fused
in-frame (at the C terminus) to an efficient 94 amino acid residue BAD (Figure 1). This construct was

checked by DNA sequencing.

Expression

Culture and expression

Competent yeast was transformed with this plasmid and selected on minimal plates. Growth conditions
and criteria for expression of the Ca®*-ATPase were as described for the test of individual clones and for
the expression on minimal medium(15). The conditions of large-scale expression are as described (15).
First, 10 ml of minimal medium (0.1% (w/v) Bacto™ Casamino acids, 0.7% (w/v) yeast nitrogen base,
2% (w/v) glucose, 20 pg/ml of adenine) were inoculated with the selected clone. After 24 h of growth at
28°C with shaking, this first preculture was used to inoculate 100 ml of minimal medium. This second
preculture was used to start the culture by inoculating 500 ml of YPGE2X (2% (w/v) Bacto™ Peptone,
2% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) glucose, 2.7% (v/v) ethanol). After 36 h of growth at 28°C, the
temperature of the culture was lowered to 18°C. Expression was induced by adding 20 g/l of galactose.
After 13 h, a second induction was performed by adding a further 20 g/l of galactose. The culture was

stopped 6 h later.

Preparation of membrane fractions

The handling process was done in a cold-room (~4°C). The culture (volume usually 2 1) was centrifuged
at 5000 g,y, for 10 min at 4°C. Pellets were resuspended in cold sterile water and centrifuged at 5000 g,y,
for 10 min at 4°C. The weight of pellets was measured (w,: ~100 g). Pellets were suspended in 50 mM
Tris (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.1 M KCI, 0.6 M sorbitol in a final volume equivalent to 2 w;, (~200 ml).

After 5 min, this suspension was centrifuged at 5000 g,, for 10 min at 4°C. Pellets were resuspended in



breakage buffer (50 mM Tris (pH 7.5), | mM EDTA, 0.6 M sorbitol, 1 mM PMSF) in a final volume
equivalent to 2 w, (~200 ml). Glass beads (diameter 0.5 mm) were added until the suspension was
covered. Yeast cells were then broken by mechanical agitation in an incubator (at room temperature)
(INFORS AG; Bottmingen, Switzerland) for 18 min at 350 rpm. The crude extract obtained was removed
by pipette and the beads were washed with a final volume of breakage buffer equivalent to 3 w, (~300
ml). The pH was adjusted to 7.5. The crude extract after breakage (Figure 2(A)) was centrifuged at 1000
gav for 15 min at 4°C to give pellet P1 and supernatant S1. Supernatant S1 was centrifuged at 11,000 g,y
for 15 min at 4°C, to give pellet P2 and supernatant S2. P2, corresponding to the heavy membrane
fraction was resuspended in the breakage buffer in a final volume equivalent to 0.5 w;, (~50 ml). S2 was
centrifuged at 125,000 g,, for 1 h at 10°C, to give pellet P3 and supernatant S3. P3, corresponding to the
light membrane fraction, was resuspended in Hepes-sucrose buffer (20 mM Hepes-Tris (pH 7.4), 0.3 M

sucrose, 0.1 mM CaCl,) at a final volume equivalent to 0.5 w;, (~50 ml).
Solubilization of membrane fractions

All volumes are given for purification from 10 ml of P3. Light membranes were diluted into the
solubilization buffer (50 mM Tris (pH 7), 0.1 M NacCl, 20% (v/v) glycerol, I mM CaCl,, 1 mM, -
mercaptoethanol, 1 mM PMSF) at a protein concentration of 2 mg/ml and with a DDM to protein ratio of
3:1 (w/w). The suspension was stirred gently for 2 h at room temperature before centrifugation at 120,000

Zav for 30 min at 4°C.

Purification of the ATPase by avidin-agarose chromatography

Unless specified otherwise, the handling process was done in a cold-room. Softlink™ Soft Release
Avidin resin (1.2 ml) was washed with solubilization buffer before use. The supernatant of the
solubilization step was mixed and stirred gently with the resin overnight at 4°C. The suspension was then

put into an 11 mm x 100 mm column (BioSepra, MA, USA). The first flow-through was loaded onto the



same column. The resin was washed first with 15 ml of high-salt buffer (50 mM Tris (pH 7), 1 M NaCl,
20% (w/v) glycerol, 1 mM CaCl,, 1 mM B-mercaptoethanol, 0.05% (w/v) DDM) then with 15 ml of low-
salt buffer (50 mM Tris (pH 7), 150 mM NaCl, 20% (w/v) glycerol, 2.5 mM CaCl,, 1 mM B-
mercaptoethanol, 0.05% (w/v) DDM) at a flow-rate of 1 ml/min. We modified the concentration of Ca”",
since the thrombin activity was lower at 1 mM than at 2.5 mM. The resin was then mixed with 0.8 ml of
low-salt buffer, 45 units of thrombin was added and the mixture was stirred gently at room temperature
for 30 min. Then, 25 units was once again added and, after 30 min, 2.5 mM PMSF was added in order to
stop the thrombin activity. The column was placed in the cold-room. The proteins were eluted from the

column by repeatedly adding 1 ml of low-salt buffer. The fractions that included SERCA1 were pooled.

Detergent removal, relipidation and sample conservation

Glycerol and EYPC-EYPA (10:1 ,w/w) were added to final concentrations of 40% (w/v) and 1 mg/ml,
respectively. The Bio-beads SM2 were prepared as described (25), and detergent was removed by adding

Biobeads as described (15). Samples were frozen in liquid nitrogen and then stored at — 80°C.

Analysis of the purification

SDS-PAGE and blotting

For SDS-PAGE, aliquots were diluted in the corresponding purification buffer, then mixed with an equal
volume of denaturing buffer (100 mM Tris—HCI (pH 8), 1.4 M-8 mercaptoethanol, 4% (w/v) SDS, 5 mM
EDTA, 8 M urea, 0.05% (w/v) bromophenol blue). Samples were heated at 100°C for 1.5 min, cooled and
then loaded onto a Laemmli-type 8% (w/v) polyacrylamide gel as described (26). Amounts of proteins or
volumes of initial samples loaded in each well are indicated in the Figure legends. Proteins were revealed

by staining with Coomassie brilliant blue.



The same gels were used for blotting. Proteins were blotted onto PVDF membrane (Immobilon P) in cold
Caps buffer (10 mM Caps (pH 11.1), 10% (v/v) methanol,) as described (27). The Western blotting was
followed either by immunodetection with the polyclonal antibody anti-SERCAla 79B (a gift from A.-M
Lompré, INSERM, France), or by detection with avidin—peroxidase for the recognition of biotinylated
proteins as described by the manufacturer. In this last case, the saturation step was followed by several
washes with PBS-Tween buffer (90 mM K,;HPO,, 10 mM KH,PO4 (pH 7.7), 100 mM NaCl, 0.2% (v/v)
Tween 20) without milk, because biotin is usually present in commercial milk. Blots were revealed by

enhanced chemiluminescence with the ECL kit (Amersham). Another procedure has been described (28).

For each gel, molecular mass markers (LMW, Amersham Biosciences) were loaded. For the Western
blots, the positions of molecular mass markers are indicated relative to their positions on the PVDF

membranes.

Protein estimation and Ca’ -ATPase quantification

Protein concentrations were measured by the bicinchoninic acid procedure (29) in the presence of 2%

(w/v) SDS with bovine serum albumin as a standard.

Quantification and estimation of the purity was carried out with a GS-700 imaging densitometer (Bio-
Rad) and the Molecular Analyst software (Bio-Rad), and using as reference native SR membranes in
which 75% of the protein content is assumed to be Ca’"-ATPase. SR membranes were prepared as
described (30) and generously provided by Philippe Champeil (CEA Saclay, France). In order to better
quantify the amount of Ca®-ATPase in the membrane fractions CE, P2 and P3, the same quantity of
membranes expressed from a strain containing an empty vector (without SERCA1a) was added to the SR
solutions (see Figure 2(B)). Indeed, the staining of the bands on the Western blots seems to be decreased

in the presence of excess protein present in these membranes (data not shown).
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ATPase activity measurement

ATPase activity was assayed at 30°C using a spectrophotometric method as described (31, 32). From 2
pg to 5 ug of proteins was used in 2 ml of reaction buffer (50 mM Mops (pH 7), 0.1 M KCI, 7 mM
MgCl,, 0.3 mM NADH, 1 mM phosphoenol pyruvate (PEP), 0.1 mg/ml of lactate dehydrogenase (LDH),
0.1 mg/ml of pyruvate kinase (PK), 1 mM PMSF, 10 mM NaNj3) containing (final concentrations) 0.1
mM Ca*" and 1 mg/ml of the detergent Cj,Eg. The reaction was started by addition of 1 mM ATP and
stopped by addition of either 40 mM EGTA or 2 ug of thapsigargin. The difference between the slopes
obtained before and after addition of EGTA or thapsigargin is considered to be due to the SERCAla
Ca”**-ATPase activity. To obtain the specific activity, the concentration of SERCAla was determined
from Western blotting or staining with Coomassie brilliant blue after SDS-PAGE. The sample specific
activity was compared with that measured with SR membranes under the same conditions. The Ca”"-
dependence of this ATPase activity for purified fractions or the SR preparation was checked with the
same enzymatic system, starting with a concentration of Ca®" of 0.1 mM. Increasing amounts of EGTA
were added to give the desired decreasing concentrations of free Ca®". These values were calculated with

Maxchelator software (http://www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html).
Fluorescence measurements

Fluorescence measurements were performed with a Spex fluorolog instrument. The temperature was kept
at 20°C and samples were stirred continuously. Intrinsic fluorescence was measured with excitation and
emission wavelengths of 290 nm and 330 nm, and bandwiths of 2 nm and 20 nm, respectively, in a buffer
containing 150 mM Mops/Tris at pH 7.0. Changes in tryptophan fluorescence were monitored after 20-
fold dilution of SR vesicles or HPLC-purified recombinant SERCA1la (to 5 pug/ml for SR vesicles and to
2.6 pg/ml for HPLC-purified enzyme) in 150 mM Mops/Tris (pH 7 at 20°C). The total concentration of
Ca”™" was 55 uM, due to the presence of contaminating Ca*", and Ca®" added together with the enzyme.

EGTA (0.5 mM) was added to reach a concentration of free Ca*" of about 0.05 pM (KycargTa = 0.4 tM
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at pH 7.0 and no MgCl,). Ca®" was then added to 55 uM to restore the fluorescence level of the Ca*"-

bound form.
Results

Expression of the fusion protein SERCAla-BAD in the yeast S. cerevisiae and solubilization of a

membrane fraction

We have analysed all the steps allowing the preparation of a membrane fraction containing the
biotinylated SERCA1la-BAD (Figure 2). The expression of SERCAla-BAD is relatively high (0.6% of
the total proteins) in the crude extract (Figure 2(B), lane 1), consistent with the amount of expressed
SERCA1la-His obtained previously (15). Note the difference in the size of the SERCAla-BAD protein
relative to that of the Ca®*-ATPase prepared from the SR, due to the presence of the BAD. The protein
may be detected thanks to its biotinylated tail, using avidin conjugated to peroxidase as single antibody
(Figure 2(C)). It can be seen in Figure 2(C) (lanes 1 and 4) that SERCAla-BAD is not the only
biotinylated protein but that some yeast proteins are naturally biotinylated; e.g. acetyl CoA carboxylase
(205 kDa), pyruvate carboxylase (120 kDa) (19) and the Arclp protein (45 kDa) as described recently
(20).

We performed the membrane fractionation in order to isolate the heavy P2 (plasma membranes
and mitochondria) and light P3 (endoplasmic reticulum and secretion vesicles) membrane fractions from
the soluble fraction S3 as described in Materials and Methods. The Western-blotting with avidin—
peroxidase shows that the naturally biotinylated yeast proteins are found mainly in the S3 soluble fraction
(Figure 2(C), lane 4), while the protein SERCA1a-BAD is found mainly, in addition to the crude extract,
in the membrane fractions P2 and P3 (Figures 2(B) and (C), lanes 1-3). Comparing the crude extract (lane
1) and P3 (lane 3) in the Western blot using anti-SERCA1la antibody (Figure 2(B)), it is clear that the
crude extract contains more Ca>’-ATPase than P3. On the contrary, in Figure 2(C) (Western blot using

avidin—peroxidase) there is about the same amount of SERCA1la-BAD in lane 1 (crude extract) and in

12



lane 3 (P3). Therefore, this indicates that there is incomplete biotinylation in the crude extract. Several in
vitro biotinylation assays have been performed as described (21) without major and reproducible gain
(data not shown). In any case, the amount of in vivo biotinylated proteins was sufficient (represents a
level of about 5 mg/l of yeast culture, see Table 1) to perform solubilization and avidin purification
procedures on this membrane fraction. In spite of a greater SERCAla-BAD content in the P2 fractions,
we have used the P3 membrane fraction to solubilize and purify the protein SERCAla-BAD, the P2
fraction containing less active protein.

After the membrane fractionation, we tested the effect of a high-KCI stripping step as described
(15) on the purity of the fusion protein but, in the case of the SERCA1a-BAD protein, the improvement
was not clear (data not shown). Consequently, the P3 membrane fraction was solubilized directly with
DDM, a mild detergent used also to solubilize the SERCAla-His protein. This detergent has been used
successfully in the case of several membrane proteins (33), and its efficiency may be explained by its
polar headgroup structure (34). Several solubilization conditions using DDM have been checked (ratio of
detergent to protein, period of solubilization (data not shown)), and the optimum of solubilization was
defined as a detergent to protein ratio of 3/1 (w/w) and a time of 2 h at room temperature. The

solubilization ratio is about 30% under these conditions (Figure 3(B), compare lanes 1 and 2).

Purification of the SERCAla protein by monomeric avidin chromatography: binding of the fused

SERCAla-BAD protein and elution of SERCAla by thrombin

The solubilized fraction was then loaded onto a monomeric avidin resin column. In order to bind
the SERCA1la-BAD on the resin more efficiently, we have used another resin, the TetraLink™ tetrameric
avidin resin (Promega), which has been shown to exhibit a very strong interaction with biotin. In our
hands, this assay did not give better purification results than those obtained by using the monomeric
avidin resin (data not shown). The non-retained proteins (Figure 3(A), lane 3, and (B) and (C), lanes 3

and 4) do not contain a large amount of SERCAla-BAD, confirming the presence of a fair proportion of
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biotinylated protein in the loaded solution. A high-salt wash gave rise to elution of some contaminant
proteins without removing much SERCAla-BAD (Figure 3(A) lane 4 and (B) lane 5). During the first
purification assays, we tried to elute the biotinylated protein by using a buffer containing 5 mM biotin (in
the literature, the concentrations used most often are from 1 to 5 mM ((21, 22, 35) as examples). It
appeared that the protein was essentially irreversibly bound to the resin and could not be displaced, even
by increasing the concentration of biotin (data not shown).

We thus resorted to the thrombin site, which has been inserted between the SERCA1la coding gene
and the BAD coding sequence (see Figure 1), in order to remove the protein SERCAla from the resin.
This protocol was chosen in order to avoid using a large amount of thrombin and a long incubation period
at room temperature. Thus, the protein bound on the resin was incubated for 1 h at room temperature in
the presence of 70 units of thrombin, as described in Materials and Methods, in a buffer containing a low
concentration of salt adequate for thrombin activity. The thrombin was added in two batches to avoid
auto-proteolysis. It appears that, under these conditions, the protein SERCAla-BAD is cleaved almost
completely (compare lanes 6 and 7 in Figure 3(A) and (B)). Moreover, the results obtained by using anti-
SERCA1a antibodies and avidin—peroxidase are consistent (compare Figure 3(B) lanes 6 and 7 with (C)
lanes 5 and 6).

After the cleavage with thrombin, the protein SERCAla without the BAD was released from the
monomeric avidin resin (Figure 4(A) and (B) lanes 1 and 2). The corresponding fractions are well
purified (about 40% purity evaluated by densitometry of polyacrylamide gels stained with Coomassie
brilliant blue). Quantification from the stained gel (Figure 4(A)) and the Western blot (Figure 4(B)) gives
an approximate concentration of 100 pg/ml and a total amount of at least 0.3 mg starting from 1 1 of
culture. The yield of the SERCAla purified by the avidin procedure is about 6% (Table 1). Finally, the
Western blot shows that the eluted SERCA1la fractions contain only a very small amount of proteolysed

protein (indicated by an arrow in Figure 4(B)).
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Enzymatic properties of the purified SERCAla protein

We have compared the specific activities of the avidin-purified enzyme with those of the purified
SERCA1la-His, the avidin-SEC-HPLC-purified protein and the native SR protein (Figure 5). For this
purpose, the purified proteins were relipidated in the presence of glycerol, and the pools were incubated
with Biobeads in order to remove the DDM (15). The two one step-purified samples are equivalent in
terms of purity (about 40%) (Figure 5(C) lanes 1 and 3, respectively, for the avidin-purified and His-
tagged SERCAla) while the Ca*-ATPase of SR vesicles is normally assumed to be pure at 70-75%
(Figure 5(C) lane 4). In the case of the SEC-HPLC-purified protein, the purity is close to that of the
enzyme from SR vesicles, about 70% (Figure 5(C) lane 2). The maximal rate of ATP hydrolysis of the
avidin-purified SERCAla is about 9 pmol of hydrolysed ATP min' (mg SERCAla)™"' at 30°C, which
represents about 70% of what is obtained, under the same conditions, with the Ca*"-ATPase isolated from
SR and shows similar dependence on the concentration of calcium (Figure 5(A)). It appears that the
avidin affinity chromatography purification procedure is more suitable than the nickel affinity
chromatography procedure for obtaining high SERCAla activity (Figure 5(A)). This could be due to the
C-terminal His-part added not removed (in the case of the His-tagged protein) or because active ATPases
are preferentially recovered by the avidin purification procedure (see discussion). The more purified SEC-
HPLC protein is in the same range of ATPase activity as that of the avidin-purified protein (Figure 5(A)).
As for the His-tagged protein, the relipidated, avidin-purified enzyme is still active after storage at —80°C
for at least 1 month. Moreover, for the avidin-purified protein, the enzyme activity may be conserved if
we add 40% (w/v) glycerol (final concentration) without removing the DDM, and add lipid (data not
shown). The Ca®"-ATPase activity is correlated also with Ca®" transport activity after reconstitution in
proteoliposomes (data not shown). Finally, after an additional SEC-HPLC step, we were better able to
visualize the tryptophan fluorescence changes associated with the dissociation-binding of Ca®" to the
ATPase (Figure 5(B)). Thus, dissociation of Ca>" from the enzyme previously incubated in the presence

of 55 uM free Ca’" triggered a fluorescence drop of about 4%, while subsequent addition of Ca®" (to
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reach a concentration of free Ca’" of 55 uM) restored the fluorescence level of the initial Ca®"-saturated
form. It may be noted that the amplitude of the fluorescence drop (4%) is lower than that obtained with
the native SR vesicles ATPase (7.5-8%) but higher than those obtained with the His-tagged Ca**-ATPase

(1.5%) and the avidin-purified protein (3%) (data not shown).

Discussion

The over-expression of SERCAla-BAD in yeast was performed by using an inducible system that
allows the separation of the growing phase from the expression phase. Moreover, the BAD is biotinylated
directly in yeast by the host biotin ligase during the expression phase.

The present procedure for the purification of SERCAla was designed initially to increase the
purity relative to the purifications described previously for SERCAla (12, 13, 15). In the case of the rat
neurotensin receptor expressed in E. coli fused with several tags, the authors have observed that at a
similar expression ratio, the His-tagged protein was not bound to the metal affinity material sufficiently
well to allow an efficient purification (36). Therefore, we aimed to increase the interaction between the
fused tag and the affinity part positioned on the resin. We chose to use the very strong avidin—biotin
interaction for purification purposes. We have fused the entire BAD of the oxaloacetate decarboxylase of
K. pneumoniae to the C-terminal part of our protein. Despite the relatively large size of this tag (about 10
kDa), we did not encounter obvious problems of folding. Moreover, we have obtained a proper in vivo
biotinylation in S. cerevisiae, avoiding the in vitro biotinylation step used by Pouny et al. (21) to increase
the amount of biotinylated lactose permease over-expressed in E. coli. In addition, in our studies, we did
not find it useful to add a higher concentration of biotin in the culture medium (data not shown) as was
done by Stolz et al. (35) for the purification of plant sucrose carrier from yeast.

While in some purification procedures, the authors have used the entire BAD as tags, some
attempts have been made to decrease the size of this tag (18). First, various sizes of tags have been tested

for their ability to be biotinylated, in terms of simple peptides as well as tags fused to their partners (37).
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In these in vitro experiments, the usual biotin ligase was the E. coli BirA biotin ligase and it appears that
very short peptides may be recognized by this enzyme. Tucker and Grisshammer have used a 13 amino
acid residue Bio tag fused to the rat neurotensin receptor and increased the level of biotinylation by co-
expressing the E. coli biotin ligase (36). For the biotin ligases from other organisms, the in vivo
biotinylation using these small tags is not very efficient, particularly in mammalian cells. This problem
was compensated also by expressing the bacterial Bir A biotin ligase in these cells in order to biotinylate
very efficiently a protein fused to a small (23 amino acid residues) artificial peptide tag (38).

For the purpose of protein purification, monomeric avidin (Kg 10~ M with biotin) seems to be
better than tetrameric avidin (Kgq 10> M with biotin) or streptavidin (Kg 10> M with biotin) despite its
weaker affinity for the biotinylated acceptor domain. Indeed, if a strong interaction is crucial to obtain a
specific binding of the fused protein to the resin, it is important to be able to remove the protein from the
resin. If we take into account work describing purification of membrane proteins by this method, the
classical procedure is to use competition with free biotin present in the elution buffer (21-23, 35) but an
excessively high avidin—biotin affinity prevents the elution of the protein even at a high concentration of
biotin. One interesting method of decreasing the interaction (which is compatible also with resin
regeneration) is to replace biotin by analogues such as desthiobiotin, but this requires in vitro
desthiobiotinylation (39). In any case, even with monomeric avidin, the use of a biotin-containing buffer
did not give rise to efficient elution in our hands. Consequently, SERCAla was released from the resin
with thrombin. This procedure may be inappropriate if there are thrombin sites in the protein of interest,
but DNA sequence coding for cleavage sites recognized by other, very specific proteases may be inserted.
A protease elution presents multiple advantages. First of all, the eluted protein has approximately the
same size as the natural protein. Secondly, only the biotinylated protein of interest is eluted, the other
proteins that are naturally biotinylated in the host organism remain bound to the resin. In our case, the
naturally biotinylated yeast proteins are soluble and hence removed during the membrane fractionation.

Only a very small fraction of these proteins is bound to the resin, revealing the contamination of our
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membrane fraction with small amounts of soluble proteins. Taking into account the thrombin elution, we
tried to use a tetrameric avidin column but without improvement in terms of the purification results.

The reaction of biotinylation that takes place in yeast is not complete. The biotin ligase selects the
proteins with a properly folded BAD domain. One hypothesis is that, if the BAD domain is folded
properly, it is more likely that the Ca>"-ATPase is also folded properly and fully active. The same kind of
hypothesis was put forward to select active, green fluorescent protein (GFP)-fused, membrane proteins
expressed in E. coli (40). In addition, in the case of other proteins, it has been reported that some tags are
able to promote the proper folding of their fusion partners (17). In that respect, we have noted that the
protein prepared by the BAD procedure exhibits an ATPase activity that is higher than that of the protein
prepared by nickel affinity chromatography. This high level of activity is correlated with a relatively high
level of purity (approximately 40%). Nevertheless, we did not consider this level of purity to be
sufficient, which prompted us to add one step to the purification procedure as described by Jidenko et al.
(1): we performed SEC-HPLC in detergent and obtained a protein that was pure enough (about 70%) and
sufficiently active (about 70% of the activity of the SR Ca**-ATPase) to allow its crystallization. The
well-diffracting crystal of the over-expressed protein has led to a structure that is identical with that of the
native protein. Moreover, we were able to follow the conformational changes associated with
binding/dissociation of Ca®" to this SEC-HPLC purified protein. The large amplitude of the fluorescence
variations recorded suggests that the purification procedure described here may be a convenient tool to
examine in details the residues critical for the establishment and/or the transmission of such movements
in the ATPase polypeptide.

Concluding remarks:

It is well known that membrane proteins are difficult to handle. If the expression in yeast presents
some advantages for all mammalian membrane proteins (16), the next step of solubilization is
characteristic of each membrane protein (33, 36), as each prefers one detergent relative to another. The

biotinylation reaction in yeast and the procedure developed for the avidin chromatography described here
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should easily be generalized to other membrane proteins, and this should also be the case for the step
leading to the protein elution by treatment with protease. Finally, for crystallization trials, it is again
crucial to think in terms of each individual membrane protein and of its preferred detergent and
sometimes lipids.

In conclusion, our procedure for over-expression and purification of membrane proteins in yeast
and in a biotinylated form gives rise to a protein with relatively high purity and activity, which may be

used directly to perform enzymatic studies of wild-type or mutated proteins.
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Figure legends
Figure 1. Plasmid used for the SERCAla-BAD expression. ADE2 and URA3, yeast selection markers;
Amp', bacterial selection marker; Pro GAL10-CYCI, galactose-inducible promoter; Ter PGK,

phosphoglycerate kinase terminator sequence; BAD, biotin acceptor domain; Thr, thrombin cleavage site.

Figure 2. Preparation of the membrane fractions. (A) Principle of the fractionation. CE, crude extract ; S,
supernatant; P, pellet; P2, heavy membrane fraction; P3 light membrane fraction. (B) Western blot
analysis of various fractions detected with anti SERCA1a polyclonal antibodies. A fraction (4 pg) of total
proteins of crude extract and S3 (lanes 1 and 4, respectively) and 1 ug of total proteins of P2 and P3
(lanes 2 and 3) were loaded onto the SDS/polyacrylamide gel. Lanes 5, 6 and 7 correspond to 20, 40 and
60 ng of protein of the SR preparation, respectively. The positions of SERCAla-BAD (S1-BAD) and
SERCAla are indicated by arrows. Molecular mass markers are indicated (in kDa). (C) Western blot of
the various fractions shown in (B) detected with avidin peroxidase. The same amounts of total proteins
and the same fractions as indicated in (B) were analysed. ACoA, acetyl CoA carboxylase (205 kDa); PC,
pyruvate carboxylase (120 kDa); and Arclp protein (45 kDa), the endogenous biotinylated proteins of the

yeast S. cerevisiae, and SERCA1a-BAD (S1-BAD) are indicated by arrows.

Figure 3. SDS-PAGE analysis of the avidin-agarose column chromatography. (A) SDS-PAGE and
staining with Coomassie brilliant blue of various fractions. Except for the resin, 7.5 pl of collected
fractions were loaded onto the SDS/polyacrylamide gel. Light membranes were diluted in solubilization
buffer (lane 1) and, after centrifugation, the solubilized fraction was obtained (lane 2). Lanes 3 to 5
correspond to the flow-through, the washing with high-salt buffer and the final washing with low-salt
buffer, respectively. In order to check the action of thrombin, 5 pul of the resin before (lane 6) and after
(lane 7) incubation with the protease were analysed. As a control, 1 pg of protein of the SR preparation

was loaded (lane 8). M, molecular mass markers (in kDa). (B) Western blot analysis with anti-SERCA la
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antibodies. Except for the resin, 2 pl of the various fractions was used. For lanes 1 and 2, the same
fractions as in Coomassie blue stained gel (A) were analysed. Lanes 3 to 5 correspond to two flow-
through fractions and one washing with high-salt buffer fraction, respectively. In addition, 0.1 pl of resin
before (lane 6) and after (lane 7) thrombin incubation were analysed. In lane 8, 40 ng of protein of the SR
preparation was loaded. Molecular mass markers are indicated (in kDa). (C) Western blot analysis with
avidin peroxidase. The same volumes of fractions as in (B) were used and, for lanes 1 to 4, the same
fractions were loaded. Lanes 5 and 6 correspond to resin before and after thrombin incubation,
respectively, i.e. lanes 6 and 7 in (B). Note that in (B), a low molecular mass proteolysed fragment of
SERCA1a appeared in the gel (~30 kDa) while in (C), several biotinylated yeast proteins are present (see

the text).

Figure 4. SDS-PAGE analysis of the fractions eluted from an avidin-agarose chromatography column by
thrombin proteolysis. (A) SDS-PAGE followed by staining with Coomassie brilliant blue. 10 pl of
various fractions were loaded onto the SDS/polyacrylamide gel. Lanes 1 and 2 correspond to the second
and fourth elution fractions (we called these fractions E2 and E4 below). As a control, 0.25 pg of total
protein of the SR preparation was loaded (lane 3). Molecular mass markers are indicated (in kDa). (B)
Western blot analysis with anti-SERCA 1a antibodies. Loading of 1 ul of E2 (lane 1) and 2 pl of E4 (lane
2) was performed. In order to quantify the amount of SERCAla in these samples, 20, 40 and 60 ng of
total protein of the SR preparation were loaded into wells 3, 4 and 5. The arrow indicates a small amount

of proteolyzed SERCAIa.

Figure 5. Functional properties of various preparations of SERCAla. (A) Ca*'-dependent ATPase
activities. ATPase activity of the relipidated avidin-purified pool (m) and of the relipidated avidin-SEC-

HPLC-purified pool ([7) were measured at 30°C as described in Materials and Methods. As controls,

ATPase activities of the SR preparation (*) and of the purified relipidated His-tagged SERCAla (A)
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prepared as described (15), were measured in the same conditions. (B) Changes in tryptophan
fluorescence upon addition of EGTA or Ca’" in the absence of ATP (arrows). They were monitored for
SR vesicles (upper trace, 5 pg/ml of SR vesicles) and relipidated avidin-SEC-HPLC-purified pool (lower
trace, 2.6 ug/ml of HPLC-purified enzyme). The higher noise-level in the fluorescence trace of the
recombinant ATPase is probably due to the smaller amount of. The fluorescence traces have been shifted
slightly with respect to each other for clarity, and the very small changes (0.1%) due to dilution have been
corrected for. Additions were identical for both traces, as indicated by the dotted lines. (C) SDS-PAGE
followed by staining with Coomassie brilliant blue of the various SERCAla preparations. Fractions (10
ul) of the avidin-purified pool (lane 1) and of the avidin-SEC-HPLC-purified pool (lane 2), and 2.5 ul of
His-tagged SERCAla (lane 2) were used. As a control, 0.25 pg of total protein of the SR preparation was

loaded (lane 4). M, molecular mass markers (in kDa).
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Tablel
Properties of SERCAI purified by avidin-agarose and relipidated®

Fraction Ca™'- Specific activity(umol Yield Ca™'-
ATPase  ATP/mg Ca*"-ATPase ATPase/protein
(mg) min”") © (%) (%)
p3 © 5 ND 100 1
Avidin- 0.30 9 6.0 42
puriﬁed(f)

@ The values are for 1 | of yeast culture.

® Measured at 30°C, as described in the Materials and Methods.

) 100% corresponds to the amount of starting material, 5 mg of SERCA la.

@ This percentage (amount of Ca**-ATPase divided by the total amount of proteins) was determined by
densitometry of the SDS/polyacrylamide gel displayed on Figure.5. In this Figure, by using the same
method, the SR Ca*"-ATPase is pure at about 75%.

©) Light membrane fraction (see Figure 2(A)).

® Pool of the fractions after elution by treatment with thrombin (see Figure 5, lane 1).
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The Ca?*-ATPase SERCA1a (sarcoplasmic-endoplasmic reticulum
Ca2*-ATPase isoform 1a) from rabbit has been overexpressed in
Saccharomyces cerevisiae. This membrane protein was purified by
avidin agarose affinity chromatography based on natural biotiny-
lation in the expression host, followed by HPLC gel filtration. Both
the functional and structural properties of the overexpressed
protein validate the method. Thus, calcium-dependent ATPase
activity and calcium transport are essentially intact after reconsti-
tution in proteoliposomes. Moreover, the recombinant protein
crystallizes in a form that is isomorphous to the native SERCA1a
protein from rabbit, and the diffraction properties are similar. This
represents a successful crystallization of a mammalian membrane
protein derived from a heterologous expression system, and it
opens the way for the study of mutant forms of SERCA1a.

overexpression | Ca2*-ATPase | SERCA1a

he major protein component of the sarcoplasmic reticulum

(SR) membrane is a Ca?"-transporting ATPase that is
responsible for the cessation of muscle contraction cycle. Since
its discovery (1), rabbit SR Ca?"-ATPase (SERCAla, sarco-
plasmic—endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase isoform 1a) has
been a favorite subject for membrane studies, because vesicles
predominantly consisting of Ca?*-ATPase and with intact Ca*-
transporting properties can be prepared in large yield from
skeletal muscle. Moreover, this protein is a paradigm of P-type
ATPases, which constitute the major cation transporter family.
P-type ATPases are characterized by the formation of a covalent
aspartylphosphorylated intermediate during their catalytic cy-
cle. Crystallization attempts of SERCAla started a long time ago
from detergent-solubilized membranes, which provided valuable
initial structural information as to how to proceed with crystal-
lization of this difficult-to-handle membrane protein (2, 3).
Recently, several 3D structures corresponding to various con-
formations of the catalytic cycle have been described, all of them
obtained from the native protein of SR (4-10). With the object
of studying structural and functional properties of mutants of this
transporter, we here outline a procedure of purification of
Ca?*-ATPase after heterologous expression in yeast (11). Our
aim was to increase the quantity and, most importantly, the
quality of our purified protein to be used for 3D crystallization.
For this, we have chosen to use a recombinant protein: the
SERCAI1a fused to a biotin acceptor domain (SERCAla-BAD).
This procedure allows us to specifically purify the fusion protein
by affinity chromatography after in vivo biotinylation, which
selects for properly folded protein. Finally, we show, with
wild-type SERCA1a as an example, that the purified protein can
be used for crystallization and functional studies, including
transport, and that its structure is isomorphous to the native
enzyme from rabbit.

Methods

Protein Purification. Expression in yeast was performed as de-
scribed in ref. 11. Starting from a 4-liter culture, 75 ml of a light

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0503986102

membrane fraction (protein concentration ~15 mg/ml) were
solubilized with dodecylmaltoside (DDM) (detergent/protein
ratio of 3:1) in solubilization buffer (0.05 M Tris, pH 7/0.1 M
NaCl/20% glycerol/1 mM CaCl,/1 mM 2-mercaptoethanol/1
mM PMSF) at room temperature for 2 h. After centrifugation at
120,000 X gay and 10°C for 30 min, the supernatant from the
solubilization step was mixed with ~9 ml of avidin resin (Softlink
Soft Release Avidin Resin from Promega) and gently stirred at
4°C overnight. The suspension was then loaded onto a column.
The resin was initially washed with 12 resin volumes of high-salt
buffer [0.05 M Tris, pH 7/1 M NaCl/20% (wt/vol) glycerol/1
mM CaCl,/1 mM 2-mercaptoethanol/0.05% (wt/vol) DDM]
and then with 12 resin volumes of low-salt buffer (0.05 M Tris,
pH 7.0/0.15 M NaCl/20% glycerol/2.5 mM CaCl,/1 mM 2-
mercaptoethanol/0.05% DDM) at a flow rate of 1 ml/min. The
encoded protein contains a thrombin cleavage site (LVPRGS
motif) separating the biotinylation domain from the C terminus
of SERCAla. Thus, the resin was resuspended with ~6.4 ml of
low-salt buffer, and 350 units of thrombin (Sigma-Aldrich) was
added. The mixture was gently stirred at room temperature for
30 min, and another 250 units of thrombin was added to the
suspension. After an additional 30 min, the thrombin cleavage
was stopped by adding 2.5 mM PMSF, and the resin, reformed
into a column, was placed in the cold room. The protein was
eluted from the column by adding low-salt buffer, 1 ml at the
time. The SERCAla-containing fractions were identified by
ATPase activity assays or Western blot and appeared after
elution in ~25 ml. SERCA1la fractions were pooled and con-
centrated by Centricon-30 (Amicon) to <500 ul. The concen-
trate was applied at 0.5 ml/min to a gel-filtration column (a
0.78-cm X 30-cm TosoHaas TSK-gel G3000SWx column),
using a System Gold from Beckman in the following buffer: 100
mM 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (Mops), pH 6.8/80
mM KCl/1 mM MgCl,/1 mM CaCl,/20% (wt/wt) glycerol/0.5
mg/ml Ci,Eg (dodecyl octaethylene glycol monoether). The
fractions containing SERCAla were concentrated by Centricon-
30 until reaching a volume of ~50 ul.

To measure the removal of DDM, the protocol was the same,
except that we added 0.2 pCi (1 Ci = 37 GBq) *C-labeled DDM
[synthesized by the Centre d’Etudes de Saclay, France (12)] to
the injected sample. Twenty-five microliters of each of the
collected fractions was counted for detergent radioactivity.

Protein Crystallization, Data Collection, and Refinement. Before crys-
tallization experiments, the concentrated SERCAla sample (=50

This paper was submitted directly (Track ) to the PNAS office.

Abbreviations: AMPPCP, B,y-methyleneadenosine 5’-triphosphate; BAD, biotin acceptor
domain; Cq2Eg, dodecyl octaethylene glycol monoether; DDM, dodecylmaltoside; DOPC,
dioleoyl phosphatidylcholine; SERCA1a, sarcoplasmic-endoplasmic reticulum Ca2*-ATPase
1a isoform; SR, sarcoplasmic reticulum.
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pl at 12 mg/ml) was supplemented with 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC) (Aventi) (~0.4 mg), 10 mM Ca?*, and 1
mM AMPPCP (B,y-methyleneadenosine 5'-triphosphate) and then
subjected to ultracentrifugation (180,000 X g for 10 min in a
Beckman TLA110 rotor) to remove aggregated material. Crystal-
lization experiments were performed in 2 + 2-ul hanging drops
equilibrating against 450 ul of well solution [200 mM sodium
acetate/10-14% (wt/vol) polyethylene glycol (PEG) 6000/10%
glycerol/4% tert-butanol]. Crystals formed after 1-3 days at 19°C
and grew over 2 weeks to 100 um X 100 wm X 50 wm. The crystals
were cryoprotected by increasing the glycerol concentration to 20%
in the well solution and moving the crystallization tray to 4°C for
overnight equilibration by vapor diffusion. Crystals were mounted
in nylon loops (Hampton Research, Riverside, CA) from the
mother liquor and were flash-frozen and stored in liquid nitrogen.
Data were collected at 100 K at the BESSY synchrotron (Berlin),
beamline BL14.1. The crystals diffracted anisotropically beyond 3.1
A, which is comparable (at this beamline) to crystals of similar size
of the native protein. Crystallographic data were processed and
scaled by using the HKL package (13). The data were isomorphous
with data from crystals of native protein from rabbit fast-twitch
muscle SR membranes. An unbiased difference Fourier map using
Fops(native) — Fops(recombinant) coefficients based on experimen-
tal phases (7) was calculated to reveal any structural differences
between the native and the yeast-expressed protein. The structure
was represented by a model obtained by rigid-body and grouped
B-factor refinement of PDB entry 1T5S (7) (with bound AMPPCP
and metal atoms omitted) using CNS (14). The refinement yielded
a free R-factor of 31.4% (40-3.3 A, all data). A oa-weighted Fops —
Feaic omit map was derived showing unambiguous electron density
for the omitted ligands (Mg: AMPPCP, two Ca?* ions, and one K™).
Maps and structures were displayed and analyzed by using the
program O (15).

Protein Purity Analysis. For SDS/PAGE, aliquots were diluted in
the corresponding purification buffer and mixed with an equal
volume of denaturing buffer (100 mM Tris-Cl, pH 8/1.4 M
2-mercaptoethanol/4% SDS/5 mM EDTA/8 M urea/0.05%
bromophenol blue). Samples were boiled for 90 sec, cooled, and
loaded on a Laemmli-type 8% polyacrylamide gel as described
in ref. 16. Proteins were stained by Coomassie brilliant blue.

Protein Reconstitution in Proteoliposomes. For reconstitution, 20
mg of lipid (DOPC) was dissolved into 1 ml of cholate buffer [30
mM Tris, pH 7/400 mM NaCl/400 mM sucrose/1 mM MgCl,/1
mM NaN3/1% (wt/vol) sodium cholate/50 mM DTT] and
stirred until clear. Before reconstitution, HPLC fractions con-
taining yeast-expressed SERCAla were concentrated until
reaching a concentration of >1 mg/ml, whereas an SR mem-
brane preparation (17) (kindly provided by P. Champeil, Com-
missariat a 'Energie Atomique de Saclay) was solubilized with
Ci2Es (detergent/protein ratio, 2:1) in HPLC buffer and cen-
trifuged at 180,000 X g for 35 min. In both cases, at least 100 ug
of protein was added to 5 ml of the clear lipid mixture. In this
procedure, the lipid-to-protein ratio was ~700:1 and thus much
higher than previously described (18). Proteoliposomes were
formed by dialyzing the mixture at 10°C against a phosphate
buffer (0.1 M NaH,POy4, pH 7.0/1 mM MgCl,/5 mM DTT/1
mM NaNj3) containing Bio-Beads resin (Bio-Rad). This resin
absorbs detergents, and thus cholate and C;;Es. The dialysis
buffer was exchanged four times over a period of 30 h; the last
two changes did not contain DTT. After a moderate withdrawal
of water by treatment of the cellophane bags with PEG 20,000,
the reconstituted vesicles were stored at 4°C. For specific activity
calculation, we assumed that all of the protein used was recon-
stituted into the proteoliposomes.
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Calcium Transport. For Ca’*-uptake measurement, vesicles were
diluted in reaction buffer (0.03 M imidazole, pH 7/1 mM
MgCl,/1 mM NaN3/150 mM NaCl) with 0.33 mM #Ca?* and 0.3
mM EGTA. The reaction was initiated by addition of 5 mM
MgATP, and the separation of proteoliposomes from the reac-
tion medium was carried out by centrifugation through a gel
column (Sephadex G-50, Amersham Biosciences), according to
the method of Penefsky (19). Centrifuged effluents were col-
lected in counting vials, and the radioactivity was determined by
scintillation counting.

Results

Overexpression of SERCA1a-BAD in S. cerevisiae. For heterologous
expression, we have chosen the yeast system, which is an
attractive tool for producing mammalian proteins (for a review,
see ref. 20). To perform a fast and efficient purification, we have
added to the SERCAla gene a DNA fragment coding for the
Klebsiella pneumoniae C-terminal oxaloacetate decarboxylase
BAD (21) (kindly provided by R. Kaback and D. Hardy,
University of California, Los Angeles). Inserted after a thrombin
cleavage site at the C-terminal part of the protein, this tag is
chosen for the very-high-affinity binding of its biotinylated end
to avidin, allowing efficient purification of the protein. The BAD
(from oxaloacetate decarboxylase) is naturally biotinylated in
yeast (22). Thus, the SERCAla-BAD gene was inserted into a
shuttle vector (23) with a galactose inducible promoter, allowing
expression of the fusion protein at the end of yeast growth (11).
Under these conditions, SERCAla-BAD represents ~0.6% of
the total membrane protein, and, from a 4-liter yeast culture, 75
ml of a membrane “light” fraction is obtained after differential
centrifugation at a protein concentration of 15 mg/ml. At this
step, SERCA1la-BAD represents 1% of the total protein (cor-
responding to 100 pmol/mg of membrane protein).

Purification of SERCA1a. After solubilization of the light mem-
brane fraction with DDM (see protein pattern in Fig. 2a, lane 1)
the solution was applied to a monomeric avidin resin. The
SERCA1la protein without the BAD was then eluted from the
column by the use of thrombin protease. The advantage of
thrombin cleavage is first to remove the BAD, and secondly to
increase considerably the yield of protein elution relatively to
biotin elution previously used (21, 24, 25). This procedure also
prevents the elution of host biotinylated proteins. To increase
protein purity, the eluate was concentrated on Centricon-30,
applied onto a HPLC gel-filtration column, equilibrated, and
eluted with buffer containing 0.5 mg/ml C,Eg, thus exchanging
DDM. This chromatography allowed us to separate SERCAla
from a small amount of aggregated protein, the thrombin
protease, and other contaminants (see Fig. 1). To follow the
removal of DDM, we added '*C-labeled DDM to the injected
sample. The absence of radioactivity in fractions containing
SERCALla (see Fig. 1) demonstrates that all of the bound DDM
was replaced at this step by Ci2Es.

The SERCAla-containing fractions were selected (see Fig. 1)
and pooled. The protein pattern of this sample is analyzed and
presented in Fig. 2a (lane 2). On this Coomassie blue-stained
SDS/PAGE, protein purity is estimated to be nearly equivalent
to that of protein prepared from rabbit SR (Fig. 24, lane 3). We
have measured the Ca?"-dependent ATPase activity of our
purified protein and obtained a value of ~8 pmol/min/mg at
25°C, consistent with the usual activity obtained for the native
ATPase prepared from SR. We have also reconstituted the
recombinant protein in DOPC using a standard method (18),
allowing for calcium transport assays. As shown in Fig. 2b, the
vesicles are able to transport Ca>* at approximately the same
rate as native SR Ca?"-ATPase, reconstituted by the same
method. Yields of SERCALla per 4 liters of yeast culture were
~1.2 mg of delipidated protein after affinity chromatography

Jidenko et al.
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Fig. 1. Size-exclusion chromatography of yeast-expressed SERCA1a. The

continuous line is the absorbance at 280 nm, and the open squares are the
14C-DDM radioactivity. The bar over peak 1 represents the SERCA1a-
containing fractions selected for the crystallization procedure. The other
peaks (analyzed by SDS/PAGE; not shown) contain aggregates (peak 2),
thrombin (peak 3), and other low-molecular-mass proteins (peaks 4). The
sample in DDM + “C-DDM was prepared as described in Methods and eluted
in the following buffer: 100 mM Mops, pH 6.8/80 mM KCl/1 mM MgCl,/1 mM
CaCl;/20% (wt/wt) glycerol/0.5 mg/ml Ci;Eg (flow rate of 0.5 ml/min).

and 0.8 mg after gel filtration. Selected HPLC fractions con-
taining SERCA1la were pooled and concentrated by Centricon-
30 until reaching a final volume of about 50 ul and a final protein
concentration of ~15 mg/ml was obtained, allowing us to
perform crystallization attempts.

Crystallization of SERCA1a. We prepared stable SERCA1la samples
for crystallization trials by relipidation of the purified and
concentrated sample. For this, DOPC was solubilized by the
Cy2Eg detergent present in the sample at a final weight ratio of
~1:3 (DOPC/C1,E;y) followed by addition of 10 mM Ca?* and
1 mM AMPPCP. The sample was eventually diluted to reach a
protein concentration of 12 mg/ml. A general crystallization
screen did not yield any crystals, but a specific screen focusing
on conditions previously identified as optimal for the native
protein (7) readily produced crystals. The crystals displayed the
same morphology as those of the native protein, however we
observed small differences during the crystallization procedure.
The purified and relipidated SERCA1la expressed in yeast was
more sensitive to storage at 4°C over a time course of several
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Fig. 2. Properties of yeast-expressed rabbit SERCA1a. (a) Coomassie blue-

stained SDS/PAGE. Lane 1, DDM-solubilized yeast light membrane fraction
before purification; lane 2, pool of HPLC-purified SERCA1a; lane 3, 0.5 ug of
SR Ca2*-ATPase; lane M, standard proteins, with the indicated molecular
masses. (b) Ca2*-uptake by SERCA1a proteoliposomes. Filled triangles, pro-
teoliposomes containing SERCA1a solubilized from rabbit SR; open squares,
proteoliposomes containing purified yeast-expressed SERCA1a.
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Table 1. Crystallographic data

Rabbit SERCA1a expressed in S. cerevisiae, CazE1-AMPPCP form
Space group 2
Unit cell a=163.1A,b=7597A c=151.1A, B = 108.9°
Wavelength, A 0.9754
Resolution, A 40-3.3 (3.4-3.3)

1/al 17.1 (3.2)
Completeness, % 90.0 (85.8)
Redundancy 2.7 (2.7)
Rsym, % 5.8 (30.2)
Riso to native, % 11.4 (23.6)
Model

Starting model PDB entry 1T5S, AMPPCP and bound cations
omitted

Rigid body refinement of domains

Grouped B-factor refinement from single, overall
B-factor

0.304/0.318 (0.341/0.351)

Refinement

R/Rfree: %

days, and batch-dependent variations in the crystallization prop-
erties were larger compared with the native enzyme. A lower
success rate in forming large, single crystals was observed
compared with the native enzyme (10-15% of crystallization
drops, versus ~33% for native protein), and crystals appeared
within a narrow range of PEG 6000 concentration compared
with the native protein (3% wt/vol window versus 6% wt/vol,
respectively). This narrow range is probably the reason that no
crystals were observed in the general crystallization screen. We
believe that the differences are mainly due to variations in the
protein/lipid/detergent ratios of the purified, relipidated, and
concentrated protein. The Ci;Eg concentrations were routinely
estimated from the increase in protein concentration, resulting
from the Centricon filtration, on the assumption that micellar
Cy2Es, like the protein, would not pass the filter. Although the
validity of this assumption could be confirmed with radiolabeled
detergent, improved control of the protein/lipid/detergent pa-
rameters might be a key to reproducing in full the crystallization
properties of the native SERCA1a protein from rabbit. It is well
known that the ratio detergent/protein is crucial for membrane
protein crystallization (26, 27).

A crystal of recombinant SERCA1la was cryo-protected and
flash-frozen at 100 K as described in ref. 7. Diffraction extended
anisotropically beyond a 3.1-A resolution, and a full data set was
collected at 3.3-A resolution (Table 1). The crystal form is
similar to that of the native enzyme as indicated by the space
group and unit cell dimensions. Scaling to a data set of the native
enzyme exhibits a merging R-value of 11.4% (30- to 3.3-A
resolution), indicative of a high level of isomorphism. Indeed, the
unbiased Fops(native) — Fops(recombinant) difference Fourier
map shows no significant features (Fig. 3). Furthermore, an
Fobs — Feac omit map shows that the functional ligands such as
Mg:AMPPCP and Ca®* are present at their respective binding
sites as previously identified from studies of the native protein (5,
7, 8) (Fig. 3). Thus, even at a detailed level, there are no
structural differences, either in the cytoplasmic or the trans-
membrane regions, and the structure of the yeast-expressed
protein represents in full the native protein.

Discussion

We have used the previously described heterologous system S.
cerevisiae to overexpress the membrane protein SERCAIla (11).
The yeast offers more advantages than Escherichia coli, because
exogenous proteins may be targeted to membrane-bound com-
partments, based on the conservation of a basic cellular ma-
chinery and signal transducing pathways similar to that of higher
eukaryotes. Yeast membranes have a lipid composition (see, e.g.,
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AMPPCP

Fig. 3. A native structure of rabbit SERCA1a expressed in S. cerevisiae. (A)
Crystals of native SERCA1a. (B) Crystals of yeast expressed SERCA1a. (C) Struc-
tural cartoon of SERCA1a expressed in S. cerevisiae and with individual
domains shown in separate colors as indicated. Two regions of critical impor-
tance are shown in detail together with the Fops — Fcalc omit difference Fourier
map (30 and —30, green and red) and the experimental Fops(native) — Fops(re-
combinant) difference Fourier map (2.50 and —2.5¢, cyan and yellow). Un-
ambiguous electron density is reproduced for the omitted ligands (green
mesh), and no significant differences between the native and the yeast-
expressed protein are observed (cyan and yellow mesh).

refs. 28 and 29) rather different from the SR membrane, but in
our procedure, we remove the lipids by chromatography in two
different detergents; and furthermore, SERCA1a has no specific
requirements for a given lipid (30) and does not preferentially
bind a given class of lipid after detergent solubilization (31).
Moreover, yeast expression also surpasses cultured insect and
mammalian cell lines, because of the simple and inexpensive
growth conditions and a shorter cell cycle (20). The use of an
inducible promoter has allowed for carefully timed expression of
biotinylated SERCA1la-BAD fusion protein. This principle has
also been used by Reeves et al. (32) to decrease the toxicity of
the overexpressed protein. This has allowed the production of
bovine rhodopsin and its mutants at a very high level (up to 10
mg/liter) by the use of a tetracycline-inducible HEK293S stable
mammalian cell line as a heterologous system. In this case,
purification was based on an immunopurification of the protein
of interest. However, the heterogeneous glycosylations impaired
structural studies by NMR spectroscopy and 3D crystallization
(33). In our case, SERCA1a is not the target of posttranslational
modifications, and consequently, the purified SERCA1a protein
is present in a homogenous and functional state so that it can be
crystallized. The 3D structure of a small peptide ligand
(PACAP) interacting with its corresponding G protein-coupled
receptor (GPCR) has been obtained on the basis of protein
expressed in Sf9 insect cells (34). No structure of a heterolo-
gously expressed GPCR has been obtained so far despite exten-
sive efforts in many laboratories. Rhodopsin represents the only
known crystal structure of a GPCR, yet the crystals were
obtained from native protein (35).

Many different tags, including polyhistidine, have been used
for purification (36, 37). Previously, the purification of in
vivo-biotinylated membrane proteins has been successfully
applied in a few cases, like a plant sucrose carrier from yeast
(24), the lactose permease from E. coli (21), and the human
P-glycoprotein expressed in yeast (25). The comparison be-
tween polyhistidine tag and BAD is in favor of the biotin, in
particular for the protein activity (unpublished work). In our
case, even if the BAD domain is relatively large (=10 kDa), a
potential advantage is that, in vivo, the biotinylation reaction
only takes place with properly folded fusion protein, as
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previously described in the case of GFP-fused membrane
proteins expressed in E. coli (38). Thus, it is likely that inactive
Ca?"-ATPases proteins, improperly folded, could be elimi-
nated at this step. In the case of lactose permease, Pouny et al.
(21) have shown that an in vitro biotinylation by BirA biotin
ligase increases significantly the amount of protein obtained by
in vivo biotinylation. In our hands, we have obtained enough
in vivo-biotinylated material to perform the affinity chroma-
tography on an avidin monomeric column. Moreover, we have
introduced a thrombin cleavage and elution, giving rise to a
relatively purified protein, instead of using the classical
method of elution with biotin (21, 24, 25). The following HPLC
gel-filtration step worked well because the size of Ca?*-
ATPase is very different from the contaminants (see Fig. 1).
Both in terms of purity and enzymatic activity, the purified,
overexpressed protein is nearly equivalent to that of ATPase
prepared from SR. This is a great advantage relative to some
other expression-purification methods for this protein (11, 39).

Finally, as a most prominent point in terms of protein purity
and integrity, we were able to obtain well diffracting crystals of
this overexpressed membrane protein, leading to a structure
identical to that of the native protein (7). To our knowledge, this
result has not been obtained before with a mammalian overex-
pressed membrane protein. However, we also observe that the
overexpressed protein crystallizes within a narrow window of
precipitant concentrations compared with the native protein,
and crystallization screens should therefore encompass a finer
sampling of this parameter.

To summarize, it has been possible after relipidation with
DOPC to recover the functional and structural properties char-
acteristic of SR Ca?*-ATPase based on heterologously ex-
pressed and chromatographically purified SERCA1a. This result
provides us with a powerful tool to study, in detail, the structure
of SERCA1la mutants with interesting functional properties (see,
e.g., ref. 40 for a review and ref. 41 for one recent example). It
also emphasizes the applicability of a heterologous expression
system in the crystallization of mammalian membrane proteins.

Concluding Remarks

The amount of purified protein obtained here is within the range
of what was obtained in yeast or other expression systems for
mammalian membrane proteins (for reviews, see refs. 36 and 37
and references cited therein): Starting from 1 liter of culture, we
routinely obtain 2.8 mg of SERCA1a protein after its expression
and differential centrifugation, 1 mg after its solubilization, and
0.3 mg after avidin chromatography, and 0.2 mg of purified
protein after the gel-filtration HPLC step. In some cases, higher
yields than ours have been obtained (36, 37). Although low
expression levels would certainly impair the efficiency of the
purification procedure, one should be aware that very high
production levels are likely to be problematic for correct mem-
brane insertion and folding. It would seem that the most
important property of an overexpression system would be the
ability to provide active protein rather than high yields as a goal
by itself. The polyhistidine tag is very popular for affinity
chromatography. Our choice of using as a tag a large cleavable
biotin domain, together with the elution by a protease, allows,
after selective in vivo biotinylation, both efficient binding to the
avidin resin and specific elution. This procedure constitutes an
alternative to polyhistidine and other affinity purification strat-
egies (36). It is a procedure that could be seriously considered
for future works, in particular when the expression levels are
moderate. New crystallization technologies are less protein-
consuming and this will make the final yield a less important
issue. In our experience, for 3D crystallization, the high level of
specific activity and purity of the enzyme have been the most
crucial factors.

Jidenko et al.
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Abstract

Ethidium multidrug resistance protein (EmrE) is a member of the small multidrug resistance family of proteins and is responsible
for resistance to a diverse group of lipophilic cations. To examine the multimeric state(s), size-exclusion HPLC and sedimentation
velocity experiments were performed with EmrE solubilized in N-dodecyl-B-p-maltopyranoside (DM) detergent. EmrE was purified
from Escherichia coli membranes using organic extraction with a 3:1 chloroform:methanol solvent followed by LH-20 chromatog-
raphy and the recovered pure protein was re-solubilized in a buffer containing 2% DM. The purified protein was analyzed by
SEC-HPLC to estimate the monodispersity and to determine the amount of bound detergent. The results show that EmrE is
homogeneous in DM with a Stokes radius of 3.6 nm compatible with that of a monomer. Sedimentation velocity experiments
indicated that the EmrE preparation was monodisperse and supports the fact that the organic extracted protein solubilized in
DM is monomeric. This monomeric form of the protein analyzed here is also shown to bind substrate in the micromolar range.

© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: EmrE; Membrane proteins; Dodecyl maltoside; Multimers; SEC-HPLC; Ultracentrifugation; Chloroform:methanol

Ethidium multidrug resistance protein (EmrE) is a
member of the small multidrug resistance (SMR) family
and is the smallest multidrug resistance transporter pro-
teins known, averaging 100-110 amino acids in length
[1]. Hydropathy, gene fusion, and a-periodicity analyses
support the hypothesis that SMR proteins are composed
of a four-helix anti-parallel bundle [2,3]; with the N and

* Abbreviations: CM, chloroform:methanol; DM, N-dodecyl-B-p-
maltopyranoside; DTT, dithiothreitol; SEC-HPLC, size-exclusion
chromatography-high pressure liquid chromatography; TPPY, tetra-
phenylphosphonium.

* Corresponding authors. Fax: +1 403 289 9311 (R.J. Turner).

E-mail addresses: lemairem@dsvidf.cea.fr (M.le Maire), christine.
ebel@ibs.fr (C. Ebel), turnerr@ucalgary.ca (R.J. Turner).

0006-291X/$ - see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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C-termini located within the cytoplasm [4-6]. Cysteine
accessibility scanning, NMR spectroscopy, and X-ray
crystallography have helped to define the transmem-
brane segments of EmrE [7-9].

When the functionality of EmrE was originally inves-
tigated [4], most characterized transporters were shown
to contain 12 transmembrane segments (TMS) therefore
it was postulated that EmrE, as well as other SMR pro-
teins, were multimeric and likely trimeric [4]. The oligo-
meric structure of EmrE has been investigated using in
vivo and in vitro mixing experiments of varied non-func-
tional mutants, which demonstrated that the functional
unit is a homo-oligomer [10,11]. EmrE has been modeled
as a trimer [12]and as a dimer [13]. A projection structure
of two-dimensional crystals of EmrE in dimyristoyl
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phosphatidylcholine revealed an asymmetric homo-di-
mer with one molecule of tetraphenylphosphonium
(TPP") bound at the monomer-monomer interface
[14,15]. Crosslinking studies of DM solubilized EmrE
support the possibility of a dimer as the oligomeric form
in detergent [16]. The three-dimensional structure of
EmrE in nonyl glucoside (NG) detergent was recently
solved using X-ray crystallography to 3.8 A (PDB
1S7B). The structure shows EmrE as a tetramer or a di-
mer of heterodimers [9]. The binding site of the substrate
was proposed to be located at the interface between the
dimers and the tetramer the functional entity. Cysteine
crosslinking and pull-down experiments suggest mix-
tures of dimers and tetramers [17]. EmrE ligand binding
experiments demonstrated that 0.3 mol of the substrate
TPP* bound to ~1 mol of dodecyl maltoside (DM) sol-
ubilized EmrE, suggesting one substrate-binding site per
trimer [17,18]. However, the three-dimensional structure
of EmrE by electron cryomicroscopy 2D crystals at 7.0 A
resolution shows EmrE as an eight helical bundle with
substrate bound near the center, i.e., suggesting a func-
tional dimer [19,20]. Recently, DM solubilized EmrE
preparations were described by size exclusion chroma-
tography and analytical ultracentrifugation as a lipid
dependent monomer—dimer equilibrium consisting pre-
dominantly of dimers of EmrE, with a binding of
0.5 mol TPP" per EmrE molecule [21]. In parallel, work
investigating the nature of the substrate interaction with
the proposed active site residue, Glu-14, demonstrated
that for DM solubilized EmrE, a stoichiometry of the
substrate induced release is one proton per monomer
[22], while two protons are exchanged in the transport
cycle per substrate per dimer [23].

The majority of the above work was performed with
EmrE directly extracted with detergent and purified as a
C-terminal fusion with a Myc-epitope tag acting as a lin-
ker to a hexahistidine tag. Here EmrE with no fusion tags
was purified from Escherichia coli membranes using or-
ganic extraction with 3:1 chloroform:methanol (CM) sol-
vent followed by hydrophobic chromatography and
resolubilized after drying with 2% DM. The multimeric
state was then investigated using size-exclusion chroma-
tography-high pressure liquid chromatography (SEC-
HPLC) and analytical ultracentrifugation. It has been
shown that EmrE purified in this fashion binds ligand
[24] and can be reconstituted into lipid vesicles generating
a functional form [25]. In our study, the EmrE—protein-
detergent complex (EmrE-PD) was determined to have
an Rg of 3.6 nm and 4.3 g DM bound per gram of EmrE.
SEC-HPLC and analytical ultracentrifugation indicate
EmrE to be monomeric in this detergent environment. Li-
gand binding by fluorescence quenching complements
our calorimetry data [24] and provides further evidence
that this form of EmrE can bind ligand in the micromolar
range. The data suggest that different oligomeric forms of
EmrE could participate in the drug export mechanism.

Materials and methods

Chemicals

Dodecyl maltoside (DM) (anagrade) was from Anatrace. [“CJDM
(55 mCi/mmol) was synthesized by the Centre d’Etudes de Saclay,
France [26]. Standard proteins for SEC were from Sigma.

Expression and purification of EmrE

Optimal expression and purification conditions are discussed else-
where [25]. Briefly, EmrE was expressed in the E. coli strain LE392-
Aunc containing the expression plasmid pMS119EH with the cloned
emrE gene positioned behind a tac-promoter (pEMR-11). Cells were
grown to a density of 0.5 (4gp) in 1 L of Terrific broth at 37 °C at
which time IPTG was added to a final concentration of 0.1 mM. The
cells were incubated for 3 h, harvested by centrifugation, and washed
with SMR A buffer (50 mM Mops, 8% (w/v) glycerol, 5 mM EDTA,
and 1 mM DTT, pH 7). Washed cells were resuspended in the same
buffer with 100 pM PMSF and lysed by two passes through a French
press (16,000 psi). A low-speed centrifugation (9000g for 30 min) re-
moved the heavy cellular constituents and unlysed cells, followed by a
high-speed centrifugation (110,000g for 1.5 h) to collect the membrane
fraction.

The membrane fraction was homogenized in SMR A buffer and
diluted to a final protein concentration of 10 mg/mL. Ten milliliters of
the membrane fraction was extracted with 300 mL of 3:1 CM. Fifty
milliliters of double distilled water was added to separate the water-
soluble constituents from the organic phase. The resulting organic
phase was then evaporated to 6 mL using a roto-vap. The protein was
further purified and separated from extracted lipid using Sephadex
LH-20 hydrophobic chromatography with an isocratic elution in 1:1
CM solvent using an Aktédpurifier. EmrE containing fractions were
pooled and solvent was removed under N, gas and the dried protein
was stored at —70 °C. Protein purified in this fashion is easily recon-
stituted into lipid vesicles and demonstrates substrate transport
activity [25].

Solubilization of EmrE in dodecylmaltoside

Dried EmrE aliquots were vortexed with 300 uL SMR B buffer
(50 mM Mops, pH 7, 100 mM NaCl) with 2% (w/v) DM for 2 h at
room temperature followed by three rapid freeze-thaw cycles. The
sample was then centrifuged at 10,000g for 10 min to remove insolu-
bles. The soluble protein was transferred to a clean microfuge tube and
protein concentration was determined by a modified Lowry assay
using BSA as a standard.

Size exclusion chromatography

Method 1. Analytical SEC-HPLC was performed with an Akta
Purifier instrument. A 0.78 cm x 30 cm TOSOH Bioscience TSK-GEL
G3000SWx;. column and 0.6 cm x4 cm SWy; Guard column were
equilibrated with at least two column volumes of SMR B buffer prior
to equilibration with 2-3 column volumes of SMR B buffer with 0.04%
(w/v) DM. Thus, detergent was maintained at about 5 times the critical
micelle concentration (cmc) within the eluent since DM has been
shown to reversibly bind to silica columns [27] and is necessary to
maintain the detergent-solubilized state of the protein while on the
column. For SEC-HPLC studies of membrane proteins it is necessary
for the detergent in the eluent to be present at least 2 times the cmc
[28]. One hundred microliter EmrE samples (100-500 ug/mL) were
applied at 0.5 mL/min and peak detection was monitored at 280 nm.

Method 2. Analytical SEC-HPLC was performed with System Gold
from Beckman instruments. A 0.78 cm x 30 cm TosoHaas TSK-gel
G3000SWxy column was equilibrated with 2-3 volumes of SMR B
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buffer with 0.4 mg/mL DM at about 1.75 pCi/mL. One hundred to two
hundred microlitre samples (about 2 mg/mL) were applied to the
column at 1 mL/min. Fractions were collected along the elution profile
and used to measure protein concentration and radioactivity [27]. For
re-chromatography selected fractions were concentrated using
Centricon 10 (Millipore) before re-injection.

Calibration of TSK G3000SWy; column and Stokes radius
determination

Protein standards with Stokes radii (Rs) known to be unchanged in
the presence of DM [39] were used to calibrate the column in the
identical detergent environment used for EmrE samples: thyroglobulin
(8.6 nm, 669 kDa), ferritin (6.3 nm, 440 kDa), aldolase (4.6 nm,
158 kDa), a-chymotrypsinogen (2.1 nm, 25kDa), cytochrome ¢
(1.7 nm, 12.4 kDa). Partition coefficients (Kp) of protein standards and
EmrE-PD were determined with:

KD:(VerO)/(VlfVOL

where the elution volume (V) is the position of the peak in mL. Blue
Dextran and tryptophan-methyl-ester were used as a marker of void
volume (V,) and the total excluded volume (V}), respectively. The cal-
ibration standard curve (log Rs = —0.93 Kp + 0.93) was used to inter-
polate Rg of EmrE-PD complex, with a correlation coefficient
R*=0.998.

Detergent binding to EmrE and measurement of EmrE protein
concentration

Detergent binding to EmrE was determined using SEC-HPLC in
the presence of ['*C]DM. Solubilized EmrE was loaded onto a TSK-gel
G3000SWx; column equilibrated with SMR B buffer containing the
radiolabeled detergent at about 1.75 pCi/mL. Twenty-five microliters
of each of the collected fractions was counted for detergent radioac-
tivity. The protein content was determined using the Bio-Rad DC
protein assay for microplate, based on a modified Lowry with BSA
standard. Based on the extinction coefficient (&g9 Emre =29.4
mM~'em™!) a correction factor of 1.67 was used to correct for the
protein concentration estimation from Lowry. When detergent and
protein components were compared the detergent/protein ratio was
determined (g detergent/g protein) [27].

Analytical ultracentrifugation experiments

EmrE samples were prepared identical to those applied to the SEC-
HPLC column. Final protein concentrations as determined by a modi-
fied Lowry were 0.2 and 0.05 mg/mL. Sedimentation velocity experi-
ments were performed using a Beckman XL-I analytical ultracentrifuge
and an AN-60 T1I rotor (Beckman instruments) at 20 °C and 42000 rpm,
equipped with 1.2 cm path two-channel centerpieces filled with 400 pL
sample and solvent (without DM). Sedimentation profiles were taken
using absorbance optics at 280 nm. The data were analyzed using
SEDFIT from Schuck (available at http://www.analyticalultracentrif-
ugation.com) in terms of a continuous distribution of sedimentation
coefficients, ¢(s), [29]. For this analysis (but not for subsequent ones
below) we considered for EmrE-PD a partial specific volume tpp of
0.78 mL/g (an intermediate value between the value of the protein
7p = 0.765 mL/g from amino acid composition, determined using the
program sednterp (by D.B. Haynes, T. Laue and J. Philo; http://
www.bbri.org/RASMB/rasmb.html) and the detergent op = 0.83 mL/g
from [30]), a frictional ratio f/f° of 1.25 corresponding to globular spe-
cies, and the tabulated values of the density and viscosity of a similar
solvent (0.1 M NaCl, 50 mM Tris): p = 1.004 g/mL; n = 1.03 cp. The
effect of an inadequate choice in p, i, 7 or f/f° in the ¢(s) distribution
would be a decreased resolution. The profiles of the two samples were
then analyzed globally using SEDPHAT (from [29], same web site as

above) in the model of one non-interacting species, which provides
independent estimates of the sedimentation, s, and diffusion, D, coeffi-
cients, and thus of the buoyancy molar mass of the PD complex, Mypp.
The value of My,pp does not depend on any assumption on the value of
the partial specific volume of the protein or complex.

Molecular mass of EmrE protein within the PD complex

The Svedberg equation relates the sedimentation coefficient to the
buoyancy molar mass of the complex, Mypp, and its Stokes radius:

Mypp = sNAOTNR,,

where N, is Avogadro’s number. Mypp is related to the multimeric
state (N) of the EmrE protein within EmrE-PD, to the molecular mass
of the polypeptide Mp = 11958 g/mol, to dp and J;, the amounts in
gram per gram of detergent and lipid, respectively, and to the partial
specific volumes of the constituents, tpp, Up, and oy :

Mpr = NMP(I - /)E’p) + 5DNMP(1 - /JE‘D) + 5LNMP(1 - /JE‘L)

Mypp can be also expressed using the partial specific volume of the
complex vpp, expressed in mL per gram of EmrE-PD complex of mo-
lar mass Mpp = NMp + opNMp + 61 NMp, or of the operational
parameter ¢’ (units: ml per gram of protein), which is not a thermody-
namics parameter:

Mupp = Mpp (1 — ptpp) = NMp(1 — pg').

Because (1 — poL) is close to zero [31] the presence of the lipids margin-
ally affects the value of Mypp. The Stokes radius Rg is related to the
frictional ratio f/f° and the minimum radius R® of EmrE-PD:

Rs :f/fOROa

R® = ((3/471NA)(NMpop + SpNMpop + 6 NMpoy )2,

Drug binding

Dried protein samples were solubilized by vortexing in 300 pL
SMR C buffer (50 mM Mops, 100 mM NaCl, and 0.1 mM DTT, pH
7.0), 2% w/v DM for 2 h. Samples were then stored at —20 °C before
sonication and centrifugation (14,000g, 3 min) to remove insolubles.
The drug ligand in buffer containing 2% DM was added to 2 mL of
5 pg/mL protein sample in a 1 cm pathlength quartz cuvette. After
each addition of ligand, the steady-state fluorescence intensity F; of the
tryptophans in EmrE was measured after 30 s mixing at 20 °C, with a
SPEX Fluorolog-3, which utilizes a double monochromator for
selection of the excitation wavelength, using the emission maximum at
330 nm (excitation at 280 nm) and 1 nm bandpass. The fluorescence
was corrected for dilution and inner filter effects using the following
equation described by Liu and Sharom [32].

Fieor = (Fi — B)(V;/V,) 10" PAextAem)

where A and A, are the absorbances of the sample at the excitation
and emission wavelengths; V;/V, is the dilution factor; b is the cell
pathlength; and B is the background intensity from the scattering from
the micelles, which was not found to be a significant factor with the
format of our spectrometer. The data were evaluated using a one-site
binding model as previously described [32]

AF[Fo x 100 = (AFumax/Fo x 100)[L] /(K4 + [L]),

where (AF/F, x 100) is the percent change in fluorescence intensity with
ligand addition, [L] being the ligand concentration. Data were ana-
lyzed and fitted by non-linear regression using Prism software. Titra-
tions were performed at least 3 times from two different protein
purification preparations. Parameters from each preparation were
found to be within the standard deviations of a given fit from one
another.
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Results

Purification, SEC-HPLC elution profile analysis of
EmrE, and measurement of detergent binding

Organic extraction and lipophilic chromatography
were used to purify EmrE from E. coli membranes
[25]. Solvents were evaporated and the dried protein
was solubilized in buffer containing 2% DM. Elution
profiles on an analytical SEC-HPLC column were very
reproducible once conditions for solubilization were
optimized. In order to solubilize the purified EmrE with
DM in a form that was not aggregated, it was necessary
for this detergent to be present in the solubilization buf-
fer at a minimum of 2%. Also, 3 rapid freeze—thaw cy-
cles or a brief sonication during the solubilization
protocol was required. It is of interest to note that var-
ious detergents solubilize EmrE with different efficien-
cies; DM detergent was in fact one of the poorest.
Only SDS was found to completely re-solubilize EmrE
[25].

With 0.04% DM in the eluant the initial EmrE-PD
complex elution shows at 280 nm a sharp, symmetrical
peak at an elution volume of about 8 mL on an analyt-
ical SEC-HPLC column (Fig. 1, inset) and a very minor
peak (<1% total peak area) corresponding to the DM
micelle (Rs = 3.2 nm). Varying the protein concentra-
tion over a 10-fold range did not significantly change
the elution profile. However, at protein concentrations
above 2 mg/mL the presence of an aggregated species
(eluting at the void volume) became apparent (data
not shown). Because of the proximity between the DM
micelle and EmrE-PD (see the ['*C]DM cpm in Fig. 1
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Fig. 1. Size exclusion chromatography on TSK G3000SWy; and
[*CIDM binding level elution profile at 280 nm of EmrE after second
passage on TSK G3000SWxp (—). Experimental conditions are
described in Materials and methods. ['*CJDM content of the obtained
fractions. Twenty-five microliter aliquots were counted for radioactiv-
ity (duplicate) (A). Protein concentration measured as described by
modified Lowry and without correction (H). Inset, elution profile of
samples first injection pass.

inset), it was necessary to determine Rg more accurately
and to measure DM binding to the protein to re-chro-
matograph the EmrE-PD complex on the same SEC-
HPLC column (Fig. 1). The column was calibrated with
soluble proteins whose Rg are unchanged in the presence
of DM detergent [33,34]. The EmrE-PD Rg is deter-
mined to be 3.6 nm using either method 1 or method
2. It is always less rigorous to calibrate a gel filtration
in terms of molecular mass [31], however, this Rg value
(3.6 nm) corresponds to water soluble proteins in the ex-
pected molecular mass range (64 kDa) if one adds the
amount of bound detergent and the monomeric mass
of EmrE.

After rechromatography most of the excess un-
bound detergent was removed and the amount of
DM detergent bound (dpp) to EmrE was calculated
to be 4.3 £0.6 g/g. This value is in the order of that
expected for an integral membrane protein with no
soluble domains, considering its overall hydrophobicity
and predicted small exposed loops [27,35]. Bacterio-
rhodopsin was found to bind 4.1 g DM/g protein
[27]. We note that the experimental values of Jdpym
and Rg are in agreement, if we consider a monomeric
EmrE and a f/f° ratio of 1.3 that is in the range 1.2—
1.3 found for globular species. For the data to be
interpreted as a dimer, a f/f° ratio would be 1.05,
which is abnormally low. Sedimentation velocity
experiments were performed to establish the stoichiom-
etry of EmrE within the EmrE-PD complex. From
these data EmrE likely does not bind a significant
amount of lipid as the presence of such would corre-
spond to even lower values of f/f°.

Analytical ultracentrifugation

Sedimentation velocity experiments were done at two
protein concentrations (0.2 and 0.05 mg/mL) in the
presence of 2% w/v DM (Fig. 2). The continuous distri-
bution analysis of the sedimentation profiles obtained
using detection via absorption at 280 nm revealed one
unique peak at the same s value of 2.96 £0.03 S for
the two samples. This shows that the protein sample
is homogeneous and suggests that the macromolecules
(EmrE-PD complexes) are not undergoing an auto-as-
sociation equilibrium. The global analysis of the two
samples in the model of one species provided, from
the analysis of the sedimentation boundary profiles, val-
ues for s of 2.99S and for Mypp of 11.5x10° g/mol.
The same Mypp value was obtained from s and Rg
(from gel filtration): 12.5+ 1 10° g/mol. A theoretical
value of 11.4x10°g/mol is calculated considering
EmrE as a monomer with dpy = 4.3 g/g, the experi-
mental amount of bound DM from gel filtration exper-
iment. With the same hypothesis, the molar mass for
the complex is Mpp = 63.4 x 10°g/mol; the calculated
values of partial specific volumes are vpp = 0.82 mL/g



T.L. Winstone et al. | Biochemical and Biophysical Research Communications 327 (2005) 437-445 441

A
B
c
o
[ee]
o
<
B
(_"’“ 0.05 o 9
% 0.00 Al WM%%WW@WW“‘,H\\V,‘!y‘r’li“
© .0.05
6.2 6.4 6.6 6.8 7.0
radius (cm)

C 10

8
_. 6
g 4

2|

0 ...... A

0 2 4 6 8 10
s (S)

Fig. 2. Sedimentation velocity of the EmrE-PD complex. Sedimenta-
tion velocity profiles were obtained at 280 nm at 42000 rpm for EmrE
at 0.2 and 0.05 mg/mL, in the presence of 2% DM. (A) A selection, for
the sample at 0.2 mg/mL, of regularly spaced profiles obtained for a
total of 9 h of sedimentation (dot). The result of the modeling of the
sedimentation profiles, from a global analysis of 42 profiles from data
obtained at 0.2, in terms of one species, is superimposed (line). (B) The
selected files the superimposition of the residuals, i.e., the difference
between the fitted and experimental profiles. The c(s) analysis is
presented on (C) for the sample at 0.2 mg/mL (dot) and 0.05 mg/mL
(line).

and ¢’ = 0.05 ml/g, i.e., very close to that recently mea-
sured for delipidated EmrE [21].

The presence of bound lipid would not affect the re-
sults; for example, their contribution to Mypp would
only be 0.2 x 10* g/mol, considering d; = 1 g/g, EmrE
as a monomer, and the value of o, = 0.981 cm?/g given
for egg yolk phosphatidylcholine [31].

Drug binding

Fluorescence was used to analyze the binding be-
tween EmrE with four different substrates in a DM envi-
ronment. Drug ligand substrates were found to bind the
organic extracted EmrE solubilized in DM. K, values of
6.81 4+ 0.53 uM for ethidium, 43.6 + 3.80 uM for methyl
viologen, 23.6 + 7.10 pM for tetraphenyl phosphonium
(TPP"), and 6.61 4 2.20 uM for cetylpyridinium. A rep-
resentative ligand binding curve is shown in Fig. 3.
These values were obtained using a protein concentra-
tion of 0.4 pM. It was not possible to increase the pro-
tein concentration much above 0.8uM as the
absorbance of the sample became too large for the
experiment. Decreasing the protein concentration down
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Fig. 3. Quenching of EmrE tryptophan fluorescence from substrate
binding. Fluorescence quenching as a result of ligand addition. The fit
shown used a non-linear regression to a model of one binding site.
Ethidium bromide (A) and methyl viologen (H).

to 0.008 uM did not give significantly different Ky values
for experiments performed using ethidium. The binding
curves were fitted using a non-linear regression of a sin-
gle binding site. Data fits gave R” values of 0.95 and
higher. Runs test analysis indicated the data for all sub-
strates methyl viologen and cetylpyridinium did not
deviate significantly from the one binding site model.

Although the R? is high for the fits (up to 0.9929), the
residuals from the fits for ethidium and TPP™ suggested
a more complicated scheme of binding. The fits im-
proved slightly with a second exponential term that pro-
vided a second but negative Ky. For the purpose of this
study the simplest fit was used, as the goal was to pro-
vide further evidence that this monomer form could
bind substrate, and not necessarily to investigate the
nature of the binding. The K4 values obtained here fol-
lowing the change in tryptophan fluorescence character-
istics are in good agreement with the Ky values obtained
using isothermal titration calorimetry where a protein
concentration of 40 uM was able to be used and the par-
titioning of ligand into micelles could be determined
[24]. Furthermore, the values obtained here are within
the range of other bacterial multidrug binding proteins
such as BmrR, EmrR, QacR, QacT, LmrP, EmrA,
and AcrB, as well as eukaryotic MDR and P-glycopro-
tein ABC transporters, which bind their substrate in the
UM range.

Discussion

The present study represents an assessment of the
overall hydrodynamic structure of EmrE in DM deter-
gent solution. The multimeric state of soluble proteins
can be determined with SEC-HPLC or non-denaturing
PAGE. Such methods work best if the protein of interest
has a similar (if not identical) overall hydrodynamic
shape to that of the proteins used for calibration. Inves-
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tigation of the oligomeric structure of membrane pro-
teins using SEC-HPLC presents additional challenges
due to the presence of detergent. Detergent bound to
the protein has been found to make a large contribution
to the hydrodynamic size of the overall complex how-
ever this is often overlooked [36]. Since characterization
by SEC-HPLC relies on the hydrodynamic properties of
the biomolecule of interest, the EmrE-PD complex is
representative of protein in addition to bound detergent.
It is essential to analyze the hydrodynamic parameters
using methods that take the bound detergent into con-
sideration especially for membrane proteins with no sol-
uble domains, which will bind significant amounts of
detergent.

We used the method of SEC-HPLC to determine the
Stokes radius and bound detergent (using labeled
['*CIDM) of EmrE. Along with analytical ultracentrifu-
gation it allowed the determination of the multimeric
state of EmrE. This combined technique approach pro-
vides increased confidence in the parameters obtained.
For example, the E. coli outer membrane transporter
FhuA was analyzed in this fashion with a very good pre-
cision, with SEC-HPLC giving an Rg of 4.2 nm and the
analytical ultracentrifugation an Rg of 4.5 nm [33]. This
same study determined the FhuA-DM complex had a
globular shape, confirming the use of mass determina-
tion methods for a DM protein detergent complex. Also,
when the same equations employed here were used for
approximation, the calculated molecular mass of the
FhuA protein alone within the PD complex was within
5% of the formula molecular mass of the protein (see
Table 1).

A complementary study to ours was recently pub-
lished [21]. This group purified EmrE through direct
detergent extraction and affinity chromatography using
a C-terminal hexahistidine-tagged EmrE. This group
also studied their version of EmrE by hydrodynamics
techniques. It was found that EmrE behaved essentially
as a dimer [21]. This conclusion was given for two pro-

Table 1
EmrE structural parameters as deduced from analytical SEC and
ultracentrifugation

SEC-HPLC data

Rg (nm) 3.6+0.2

DM binding Jp (g/g of EmrE) 434+0.6

Sedimentation velocity data

s (10713 5g) 296 +0.03S
(at 0.2 and 0.05 mg/mL)

Mpr (kDa) 11.5

Combined data

Mpr (S + Rs) (kDa) 12.5

Mpr (Mp + 6[)) (kDa) 114

Values for EmrE and DM

Mp (Da) 11,958

p (cm>/g) 0.765

op (cm’/g) 0.83

tocols of purification that resulted in different propor-
tions of bound lipids to the complexes. These results
are in contrast with ours while performed with the
same detergent. However, from the raw data reported
in Table 2 there is no doubt that each of the studies
was properly done and that their main conclusions—
a different state of oligomerization for EmrE can be
trusted. Apparent molar masses—i.e., hydrodynamic
radius, sedimentation coefficient are larger in the DM
extraction/purification protocol when compared to or-
ganic solvent extraction one, i.e., the present study.
Using gel filtration chromatography, an apparent
molecular weight of 150 kDa for in vitro-synthesized
EmrE was obtained in the presence of 0.08% DM
[17]. Thus, the resulting buoyant molar masses are
about twice from protein from a DM-extracted and
purified protocol when compared to the organic sol-
vent extraction one. This is also in agreement with sed-
imentation equilibrium with EmrE from the DM
extraction/purification protocol, from which were de-
rived dimer to monomer dissociation constants (re-
ported in Table 2) which leads to mainly dimer
above 10 uM protein concentrations [21].

The detergent N-nonyl-B-p-glucopyranoside (NG)
was used for the purification (solubilization with 2%
NG and purification steps with 0.3% NG) and crystalli-
zation of EmrE that revealed a tetrameric (dimer of di-
mers) EmrE structure [9]. The state of the protein from
this preparation in solution is not clearly established,
since it is mentioned that EmrE eluted as a tetramer of
~48 kDa from a gel filtration column. As illustrated in
the present work, apparent molar masses from SEC
overestimate largely the protein molar mass due to
detergent binding. Thus, such an apparent molar mass
could fit monomer to tetramer assemblies. NG has a
shorter hydrocarbon chain and a smaller head group,
but negligible NG binding is highly improbable. Confu-
sion from this report comes also from the fact that the
same protein is described to be 90% retained through
a 100 kDa cut-off membrane, suggesting some aggrega-
tion, a feature that our group observed for EmrE at high
protein concentrations (T.L. Winstone and R.J. Turner
unpublished results).

Our results describe here a monomer form for EmrE.
A number of studies however describe the EmrE dimer
as the functional unit with possible additional auto-as-
sociations of the dimers. EmrE is an unusual apparently
robust membrane protein that can be purified by extrac-
tion with a variety of detergents or in organic solvents
and reconstituted in a functional form even after drying
[25]. The use of C-terminal or N-terminal His-tagged
protein and the sample preparation, could influence
the final state of the protein and explain some of the dis-
crepancies about the multimeric state of the protein. For
example, the 3D structure of EmrE that evidenced the
tetramer used a N-terminal His-tagged protein with
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Table 2
Hydrodynamic characterization of different preparations of DM solubilized EmrE
EmrE preparation M, from  Rg from $20w. Mppp op oL Species in solution
SEC (kDa) SEC (nm) () (s+Rs) (kDa) (g/g) (g/9)
EmrE CHCI3/MeOH extraction, drying, 64 3.6 3.1 12.5 4.3 ND  Monomer
resolubilization with 2% DM [this work]
Cter His-EmrE solubilization with 2% DM, 137 4.5° 4.9 25 35 0.13  Monomer—dimer equilibrium:
purification with 0.1%DM [21] Kq=2.5uM
Cter His-EmrE solubilization with 0.5% DM, 206 5.3° 5.3¢ 32 3.8 1.28  Monomer—dimer equilibrium,

purification with 0.03% DM [21]

K4 =10 uM, and larger species

ND, not determined.

@ Performed in the presence of 0.04% DM.
Estimated from M,
¢ At about 15 pM.

Some larger species are also detected in sedimentation velocity.

=2

o

the His-tag being cleaved prior to crystallization [9],
while dimeric EmrE presented in Table 2 is a C-terminal
His-tagged protein. The presence of a histidine tag may
provide an explanation for the stable dimer in some of
these studies. Studies have shown that the presence of
the polyhistidine tag can lead to dimerization and/or
stabilize dimer forms [37,38].

The lipid content of DM solubilized EmrE varies
greatly for two extraction procedures made with differ-
ent concentrations of DM [21]. For the solubilization
protocol at low DM concentration as compared to high-
er DM concentration, EmrE binds a higher content of
lipids, the equilibrium dissociation constant is increased
(i.e., monomer is stabilized in the monomer—dimer equi-
librium), and there is a tendency to aggregation towards
larger association states as seen by sedimentation veloc-
ity [21]. The possibility that the multimeric state is chan-
ged in each environment thus exists for EmrE.

NMR experiments have been performed on EmrE
solubilized in organic solvent which data suggest a
monomeric EmrE that adopts a specific folded confor-
mation [39]. Our results suggest that the organic solvent
procedure generates a specific condition that stabilizes
the monomer state even after removal of the organic sol-
vent and solubilization of the protein using DM. How-
ever, EmrE extracted with organic solvent can be
reconstituted into liposome, by adding E. coli phospho-
lipids either prior to drying or after resuspension in
appropriate buffer, and generate a functional trans-
porter [25].

We have shown here that our organic solvent purified
EmrE is monomeric when solubilized in 2% DM and
binds substrate. Following the fluorescence change of
the tryptophans in EmrE upon drug ligand addition,
we determined the binding of four different substrates.
Binding studies here as well as by isothermal titration
calorimetry [24] show that this form of the protein can
bind substrate in the micromolar range. This suggests
that the chloroform:methanol solvent used here has
the ability to disrupt the quaternary interactions during

extraction resulting in a stable monomer form that pro-
vides a ligand binding site. With the micelle-to-protein
ratio in our experiments at 1000 to 1, once a monomer
binds ligand it is unlikely that it will find another protein
containing micelle to fuse to and dimerize. Therefore,
our experiments are looking at the first event of ligand
binding, that to one-half of a binding site—assuming di-
mer final form. This would be in agreement with the loss
of one proton per monomer upon ligand binding mea-
sured in detergent-solubilized preparation [22].

Determining the in vivo multimeric state of EmrE is a
key component to understanding its transport function
and a possible efflux mechanism. While the recent crys-
tal structure suggests a hetero-tetrameric structure, it is
crucial to point out that this was obtained in a unique
detergent environment (for which no functionality was
mentioned). Our previous work has proven that while
EmrE exists in a similar conformation in E. coli lipid
SUVs and DM detergent, it is not identical [40]. EmrE
has also been shown to bind substrate in both these envi-
ronments [24]. It is clear that EmrE can adopt different
dynamics and conformational fine structure in various
membrane mimetic environments as well as through dif-
ferences in how the protein is purified. Studying EmrE
purified in different ways and solubilized in different
membrane mimetics has resulted in different oligomeric
states. These differences could account for higher bind-
ing affinities for TPP" observed in other publications
in the nanomolar range in which a dimer or higher order
of oligomerization may be present [15,17,18]. Further
work will elucidate these differences and their relation-
ships to the in vivo functional folding state(s).

Perhaps a reason why the oligomeric form has been
difficult to establish for EmrE is that some substrates
may be better accommodated by a monomer versus a di-
mer form, or perhaps even trimeric or tetrameric ver-
sions. In Fig. 4 we present a simple diagram that
reconciles our data with some of the biochemical and
structural studies published. The transport cycle is
shown with EmrE as a dimer. The formation of the Li-
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Fig. 4. Binding and transport model of EmrE.

gand (EmrE), complex would occur through a dimeric
EmrE with the release of two protons. Alternatively, a
monomer binds ligand while releasing one proton, and
the subsequent formation of the dimer would corre-
spond to the release of a second H*. The result is drug
export and concurrent reprotonation from the extra-cy-
toplasmic side. We also provide for the possibility of
higher order oligomer formation.
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Résumé

Dans cette thése est présentée une nouvelle stratégie de purification de
SERCAla aprés son expression hétérologue chez . cerevisiae.. La protéine est
fusionnée a un domaine accepteur de biotine, biotinylé /n vivo par la levure. La procédure
de purification, basée sur la forte interaction entre avidine et biotine, permet d'obtenir
une protéine active pure a 40-50%. Une étape supplémentaire de filtration sur gel en
HPLC a permis d'augmenter la pureté d'environ 70%, fout en conservant une trés bonne
activité spécifique. Les cristaux obtenus de SERCAla ainsi purifiée diffractent les
rayons X a 3,14.

Cette nouvelle méthode de purification a été appliquée avec succes au mutant
SERCA1a-E309Q. De petits cristaux de ce mutant ont pu Etre isolés. Cette méthode a
également permis de purifier SERCA3a, bien que le faible taux d'expression de la
protéine de fusion chez S. cerevisiae limite la quantité purifiée. En paralléle, des essais
d'immunolocalisation cellulaire de SERCA3a dans différentes lignées cellulaires et dans

des coupes de peau ont été réalisés.

Study of Sarco/Endoplasmique Ca** ATPase: A new purification method for
yeast-expressed SERCAla leading to crystallisation , application to the E309Q
mutant and study of an other isoform, SERCA3

We describe here a new purification method of the rabbit SERCAla aftfer its
heterologous expression in the yeast 5. cerevisiae . A "biotin acceptor domain” is fused
at the C-terminal part of the protein and is biotinylated /n vivo by the yeast. The
purification procedure, based on the strong interaction between avidin and biotin, allows
us to obtain a protein pure at 40-50% and well active. After an additional purification
step by SEC-HPLC the protein is pure at about 70% and always well active. Crystals
were obtained from SERCAla purified by this method and they diffract X-rays at 3,1 A.

This new method was used with sucicess fo purify the mutant E309Q. Small
crystals of the mutant were obtained. SERCA3a could also be purified using this
procedure, but the low yield of expression limits the amount that could be purified. In
parallel, immunolocalization of SERCA3a was performed in several cell lines and in

cryosections of skin.

Mots cles : ATPase Ca®'- protéine membranaire- purification -immunolocalisation

Key words: Ca**-ATPase-membrane protein- purification- immunolocalization
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