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Depuis la séparation du vivant en trois domainestirdits : Archaea, Bacteria,
Eucarya, le nombre des archéobactéries découvjegga’'a présent ne cesse de croitre et
témoigne de la diversité de leur niche écologiqges wharais salants jusqu’aux profondeurs
des océans. La place de ces microorganismes déwvalufion reste controversée : pour
certains auteurs, ce sont des organismes interireédentre les eubactéries et les eucaryotes,
alors que pour d'autres les trois domaines du Yigansont différenciés a partir d'un méme
ancétre commun. Beaucoup d'aspects de régulatiom mtecessus biologiques des
archéobactéries sont de type eucaryote, ceci estase pour la protéolyse dans ces
microorganismes. Ainsi le protéasome, un complexgranoléculaire impligué dans la
dégradation ATP-dépendante des protéines dan®lletes eucaryotes, a été découvert dans

le cytoplasme de ces microorganismes.

Cette these porte sur I'étude du complexe régulateliactivité du protéasome”AN
chez une archéobactérie halophilalobacterium salinarium qui présente une homologie

significative aux sous-unités ATPasiques régulesridu protéasome eucaryote.

J'introduis mes travaux de recherche par une sgathébliographique qui présente
d’'une facon générale les protéases ATP-dépenddatede protéasome fait partie. Dans une
deuxieme partie, je présente le systéme protéasmpineomprend le protéasome 20 S ainsi
gue ses régulateurs. Je m’attarde dans une pantiées mécansimes de régulation des
protéases ATP-dépendantes via la présentation deéines AAA+ impliquées dans la
protéolyse. Une derniére partie est consacrée aus-@nités régulatrices ATPasiques (rpt)
eucaryotes afin de présenter la protéine PAN sydeeme d’étudelalobacterium salinarium

qui ont fait I'objet de notre étude.

12
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Rappels Bibliographigues

La protéolyse cellulaire ou dégradation des preiest 'un des processus les plus
essentiels a la survie de la cellule. Les protéiadislaires sont continuellement dégradées en
acides aminés et remplacées par des protéinesmniBésgees. Le processus est hautement
sélectif et finement régulé, et la demie-vie d'ymmetéine donnée varie selon sa fonction de
guelques minutes a quelques jours. En controlanivieau de protéines-clefs dans la cellule,
la protéolyse intervient dans la régulation de naak processus cellulaires (Hochstrasser,
1996 ; Henggeet al, 2003) telle la progression du cycle cellulaireirgghner, 1999) ;
'oncogenese (Maret al, 2005) ; la transcription (Ottosen al, 2002) ; le développement et
la croissance (Zhangt al, 2005) ; l'atrophie des muscles (Franeh al, 2005) et la
présentation de peptides antigéniques (Kloetz€l4R( 'un des roles les plus importants de
la protéolyse est I'élimination des protéines arade®m ou mal repliées dans la cellule (Pour
revue, Goldberg, 2003). Les protéines anormales tiamellule peuvent avoir des origines
diverses : des erreurs de la machinerie de la dtimoiu qui produisent des protéines
défectueuses appelées également DRIiPs [Deficient RibosomalProducts), des mutations
qui générent des protéines incapables de se replieectement. Les protéines anormales
peuvent provenir également des stress environnamnmen existe un systéme de contrble de
la qualité des protéines dont le but est de piéVascumulation des protéines défectueuses
dans la cellule (Wickneet al, 1999). Les chaperonnes fonctionnent étroitemegat des
protéases pour éliminer les protéines défectuertsesment ensemble le systeme de contrdle
de qualité des protéines. Les protéines anormal@séliminées par I'action des chaperonnes
qui les aident a trouver leur conformation natiee,par la machinerie protéolytique qui
élimine définitivement les protéines défectueuses.

Les protéases représentent des constituants majaussla cellule (3 a 10% des protéines de
la cellule) et se répartissent en deux groupesnskdor besoin ou non en énergie. On
distingue les protéases ATP-dépendantes et |éSgses ATP-indépendantes.

Les protéases ATP-dépendantes interviennent eskbemtent dans la dégradation des
protéines dites régulatrices et dans I'éliminatitas protéines défectueuses. L’inhibition ou
l'inactivation de la majorité des protéases ATPRataantes entraine une sensibilité au stress,
et 'accumulation des protéines défectueuses daogtbplasme. La majorité de ces protéases
sont induites en conditions de stress (Besshl, 1997 ; Chuangt al, 1993 ; Etlinger et al.,
1977 ; Goffet al, 1984, Heckeet al, 1996 ; Heinemeyest al, 1991 ; Jelinsket al,1999 ;
Kroh et al, 1990 ; Krugeet al.,2000 ).

15
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Les protéases indépendantes de I'énergie intergr@nnotamment dans les fonctions
dites de « ménage ». Leur rble est notamment dsgé#iétape finale de la protéolyse
Vivo, en ce sens elles sont chargées de dégradertitssatigopeptides issus de la protéolyse

dépendante de I'énergie en acides aminés réutdisab

|  Les protéases ATP-dépendantes

[.1 Distribution

Les protéases ATP-dépendantes ont été identifides wus les organismes analysés
et dans les trois domaines du vivant: BacteriacaBta et Archaea (revue Schmielt
al.,1999). Elles ont été classées en quatre famidEsrd’homologie de séquences de leurs
sous-unités protéolytiques : la famille Lon, la fikenClp, la famille FtsH et la famille du

protéasome (Tableau 1).

Protéase Organisme/Localisation Nombre de géeiesde de clivage
Protéasome Eucaryote/Cytoplasme, Noyau >32 Ntrdtyse
Protéasome Archéobactérie/cytoplasme Entre 2 et4  tn Hydrolase

HslUV Bactérie/cytoplasme 2 Ntn Hydrolase

ClpAP Bactérie/cytoplasme 2 Sérine endopeptidase
ClpXP Bactérie/cytoplasme 2 Sérine endopeptidase
ClpCP Bactérie/cytoplasme, 2 Sérine endopeptidase

Chloroplaste/stroma

Lon (La) Bactérie/cytoplasme 1 Métalloprotéase
Pim1 (Lon) Mitochondrie/Matrice 1 Métalloprotéase
Lon Archéobactérie/ membranaire ? 1 Métalloprotéase
FtsH Bactérie/ membrane interne 1 Métalloprotéase
FtsH Archéobactérie/cytoplasme 1 Métalloprotéase
i-AAA Mitochondrie/membrane interne 1 Métalloprase
m-AAA Mitochondrie/membrane interne 1 Métallopratéa

Tableau 1 : Distribution des protéases ATP-dépenddes dans les différents organismes.

Les protéases ATP-dépendantes sont classées em daatlles distinctes: la famille du
protéasome, la famille des Clp, la famille des kbfa famille des FtsH.

Les protéases sont codées par 1 géne (Lon, Ftel, Ri-AAA), deux génes dans le cas de Clp
et du « protéasome-like bactérien » HslUV, deuxuatg dans le cas du protéasome des
archaéobactéries. Le systeme protéasome chez uearyetes représente le systeme
protéolytique le plus complexe connu jusqu'a présks protéines qui le constituent sont
codées par plus que 32 genes différents.
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Chez les bactéries, il existe cing classes de gsete ATP-dépendantes. Ces protéases
incluent : le systeme CIpAP, le systeme ClpXP, latgase Lon, la protéase membranaire
FtsH et la protéase ClpYQ ou HslIUV qui s’apparentgrotéasome par son mode de clivage
(pour revue : Gottesman, 2003).

Chez les eucaryotes, le protéasome est I'acteucipal de la protéolyse ATP-dépendante
cytosolique des cellules eucaryotes. Le protéas@muearyote constitue le systéme
protéolytique le plus complexe découvert jusqu@spnt avec 32 génes différents qui codent
pour les sous-unités du complexe (pour revue : @ak, 1996, Glickmaret al.,2002)

Chez les archéobactéries qui présentent des castigiées de type eucaryote, le protéasome
a été découvert dans leur cytoplasme (Dahlnerai., 1989). Ce protéasome représente une

version plus simplifiée du protéasome eucaryoteekt détaillé dans la partie suivante.

|.2 Caractéristiques

Bien que les protéases ATP-dépendantes ne présguasntoutes une homologie
significative au niveau de la séquence primaireemce qui concerne le mode de clivage des
protéines, elles présentent plusieurs caractérssiGccommunes notamment leur assemblage
en de larges complexes multimériques « comparti@ésentformés par l'association d’un
complexe protéolytique et d’'un complexe régulatdartype ATPasique. Les sites actifs
responsables de la protéolyse sont confinés audseie chambre dont I'accés est contrblé
par les ATPases gardant les portes d’entrée deh#anlore protéolytique. C'est cette
architecture « compartimentée » qui confere a ¢tdéplyse sa spécificité et sa dépendance a
I’ATP pour la dégradation d’'un substrat.

La ressemblance au niveau de l'architecture de@ges ATP-dépendantes a été soulignée
pour la premiere fois en 1995 lorsque les donnéestarales du complexe protéolytique
ClpPd’E. coli et du protéasome 20 S archéobactérien sont deveimponibles (Lowet al.,
1995 ; Kesselet al, 1995). En effet, ces deux protéases présentembéiae structure
quaternaire en tonneau : ClpP est formée par l@geent de deux anneaux heptamériques, le
protéasome 20 S est formé par 'agencement de ajaatieaux heptamériques. C’'est une
structure auto-compartimentée ou les sites acatifé sonfinés a I'intérieur d’'une chambre
dont I'ouverture ne dépasse pas les quelques ndiadeetre (DeMott al, 1999 ; Lupast

al., 1997 b). L’acces aux cavités internes de cesepsels est en genéral réservé a de petits
peptides ou de protéines complétement dénaturégsequent passer a travers les pores. Le
complexe protéolytique par lui-méme a une actipigptidasique limitée et a besoin pour
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dégrader des protéines natives d’interagir avecawtee machinerie capable de reconnaitre
les protéines, de les déplier afin gu’elles soiantessibles aux sites catalytiques. Ces
machines se présentent sous forme de complexessijlita qui s’associent aux complexes
protéolytiques afin de réguler leur activité. Cemplexes peuvent étre complétement formés
de sous-unités ATPasiques (CIpA, ClpX, HslU, PAN) partiellement (le complexe
régulateur 19 S du protéasome eucaryote). Dansasede FtsH et de Lon, l'activité
ATPasique est liée a un domaine intégré dans |l lui-méme (Chunegt al, 1981 ;
Stahlberget al, 1999 , Suzuket al.,1997). Les domaines ou sous-unités ATPasiquede®nt
régulateurs de I'activité protéolytique portant @esivites de type chaperonne moléculaire.
Elles appartiennent a la large famille des AAAATPaseAssociated with various Cellular
Activities) qui utilisent I'énergie de I’ATP pour nduire des fonctions de dépliement et de
désassemblage (Neuwadtal, 1999 ; Lupaet al, 2002, Valeet al, 2000).

Erreur_de traduction
Stress

Environnemental g Mutation
0.2 e
&
(o518 O 2{:“ Q

Prot éine r égulatrice Prot éine anormale

P
(1 O
e
//
Bact éries : ClpA, ClpX, ClpY
Complexe AAA+ Arch ébact éries : PAN
Eucaryotes : les rpt

prot éase Bact éries : ClpP, ClpQ
Arch ébact éries : protéasome 20 S
Eucaryotes : prot éasome 20S
N e d oradan
\ /1 Produits de d égradation

Figure 1. Modele schématique représentant le role des protées ATP-dépendantes dans la
cellule.

Les protéases ATP-dépendantes sont formées psodiation d’'un complexe peptidasique dont
la structure se présente en tonneau (Vert) et damplexe ATPasique AAA+ hexamérique
(Bleu). Elles participent a des fonctions essdeseallans la cellule en contrélant la dégradation
d’'un grand nombre de protéines régulatrices (IBneparticipant & I'élimination des protéines
anormales dans la cellule (2) qui sont généréiépapdes stress environnementaux (A), soit
par des erreurs de la traduction (B), soit pamdetations (C)
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Il Le systeme protéasome

II.1 Le protéasome 20 S

[1.1.1 Historique et Découverte

C’est en 1980 que le protéasome fut décrit poyrémmiere fois (Wilket al, 1980).
Extrait de I'hypophyse bovine, ce complexe protéige 700 kDa est constitué de sous-unités
de poids moléculaires allant de 24 a 28 kDa etemtésune activité peptidasique en C-
terminal de résidus hydrophobes, acides et basi@maundset al., 1982). Ce n'est qu’en
1988 qu’Arrigo et al. montre que ce complexe protéolytique, mis en éwvidedans de
nombreuses cellules eucaryotes, et le prosome, ttéfiqgue facteur de transcription,
correspondent en fait a une seule et méme entéd. deux complexes furent baptisés

« protéasome » pour les activités protéasiquesg@\et al.,1988).
[1.1.2 Distribution

Le protéasome est donc un large complexe multidajak qui est présent sous
diverses formes chez toutes les especes vivarited des archéobactéries aux eucaryotes
supérieurs. En 1989, l'existence d'un complexe fiablie chez [I'archéobactérie
Thermoplasma acidophiluniDahlmann et al,1989). Le protéasome a été également
découvert chez toutes les archéobactéries séquejusée’a présent (revue Maupin-furlea
al., 2000). Chez la bactériescherichia coli un systeme protéolytiqgue HsIUV qui est
homologue au protéasome eucaryote a été décrityBetgal. 1997 ; Rohrwildet al. 1996).
Chez les cellules eucaryotes, les protéasomeseetit au niveau du cytoplasme, du noyau
et également associés au réticulum endoplasmiqae etytosquelette (Arcangelett al,
1997 ; Peteret al, 1994 ; Rivett, A.J., 1998). Chez les procaryokesistribution cellulaire
n'a pas été encore établie, mais les études biighés suggérent que les protéasomes
procaryotiques sont essentiellement cytoplasmiquetégérement associés aux membranes
(Maupin-furlowet al,1998).
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[1.1.3 Architecture du protéasome 20 S

L’architecture du protéasome 20S est conservéeadbattérie a 'homme. Les
protéasomes 20S sont des particules cylindriquekbdan de longueur et de 11 a 12 nm de
diamétre organisés en quatre anneaux autour diua cantral tel le montre la figure 2. Le
protéasome renferme des sites catalytiques cordinégin de la structure qui constituent un
niveau de régulation de I'activité du protéasome.
Le protéasome 20S de I'archéobactdiieermoplasma acidophiluonstitue le prototype de
la structure quaternaire du protéasome et de laldgje de I'enzyme. Il comporte 28 sous-
unités qui représentent deux produits de géne hamuek (alpha et béta) arrangés en quatre
anneaux heptamériquesifof) (Lowe et al, 1995). Les sous-unités alpha forment les
anneaux extérieurs, alors que les sous-unités foEtaent les anneaux intérieurs qui
renferment les sites catalytiques protéolytigueshezC les eucaryotes supérieures,
I'organisation du protéasome 20S est similairelke i protéasome archéobactérien avec la
présence de quatre anneaux heptamériques, ellecasaplexée cependant par la
différenciation des sous-unités alpha et béta produits de genes différents (Figure 2). La
structure cristallographique du protéasome archeéban a 3,4 A° a suggéré que la chambre
intérieure communique avec lI'extérieur via un cagaht I'ouverture correspond a 13-A°
formé par le centre des anneaux alpha. Cette aueerte permet que I'entrée de petits
peptides ou une hélice alpha, d'ou le besoin déacteurs ou d’enzymes additionnelles
permettant ainsi le dépliement des protéines etttanslocation via ce canal. Plusieurs études
supportent cette hypothése notamment celles quionttemt que la dénaturation des
polypeptides, via le traitement par la chaleur (Myglet al, 1991) ou par des agents oxydants
ou réducteurs (Fagaet al, 1986), entraine leur dégradation par le protéas?d$; alors que
les protéines natives sont elles résistantes ardtyse (Wenzelet al, 1993). De plus,
I'attachement de particules de nanogold de 2 nmli@l@etres a I'insuline dépliée empéche sa
dégradation par le protéasome (Weretehl, 1995). La petite ouverture du protéasome vers
I'extérieur peut assurer un mécanisme de dégradatiocessive, en limitant la taille de ses
produits de dégradation a de petits polypeptideds 88 acides aminés) qui ont une structure
secondaire tres limitée (Akopian al, 1997 ; Kisseleet al,1998).

Plus tard, la résolution de la structure du praifes de la levure a montré qu'a la
différence du protéasome archéobactérien, lesreiée N-terminaux des sous-unités alpha
et en particulier celle de la sous-unité alpha3jbémt I'ouverture et I'acces a la chambre

protéolytique (Grollet al,1997). La structure du protéasome expliqueraitsala nécessité
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d’activer le protéasome par une perturbation detrseture par des agents dénaturants ou par
sa liaison a des complexes régulateurs de type @AAS) ou PA28 (Whitbet al, 2001).

Les propriétés biochimiques des protéasomes eueargmutiennent également le modéle
structural, car le protéasome purifié en présemcglgcérol se trouve dans un état latent et
nécessite pour son activation le chauffage, desitagehaotropiques ou des pressions
(McGuire et al.1989 ; Weitmanret al, 1992). D’autres expériences ont démontré que des
protéines, naturellement instables de type p2latphla-synucléine, peuvent par elles-mémes
provoquer la perturbation de la structure du psmése 20S sans l'aide de complexes
régulateurs, elles sont aussi sélectivement dégsaa€mes si elles se retrouvent a l'intérieur
d’'une séquence peptidique dont les extrémités ldoquées (Liuet al, 2004). Cependant la
structure cristallographique ne pourrait pas refléraiment I'état du protéasome 20Svivo
puisque deux conformations, I'une ouverte et ladérmée ont été observées par microscopie
de force atomique (Osmulsét al, 2000).

Les protéasomes de la levure et celuirdacidophilumcontiennent trois cavités internes qui
incluent deux antichambres et une chambre centrake.deux anti- chambres sont formées
par les deux premiers anneaux alpha et béta alelesderniers avec un volume de 59

un diametre de 2,2 nm, alors que la chambre cenfivainée par les deux anneaux béta a un
volume de 84 mm3 et renferme les sites catalytiguagprésence de ces deux antichambres
n'est pas encore bien comprise, cependant ceshanthlires peuvent jouer un role dans la
limitation de I'entrée a la chambre centrale ousteckage des chaines polypeptidiques,
sachant que ces antichambres sont complétemenntebsegans d’autres protéases ATP-

dépendantes apparentées HslV et ClpP et qui spahdant fonctionnelles.
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T. acidophilum S. cervisiae

Figure 2: Comparaison entre la structure du protéaome 20 S archéobactérien de
Thermoplasma acidophilunet celle du protéasome eucaryote d& cerevisiae.

Les deux protétasomes sont formés par Il'agencemeat qiliatre anneaux

heptamériques délimitant une chambre ouverte ahgrdtéasome archéobactérien et fermée
chez le protéasome eucaryote (A : vue axiale duptaxa).
Les anneaux extérieurs sont formés par sept satéswapha identiques pour le protéasome
archéobactérien et différenciées pour le protéasenwaryote. Les anneaux intérieurs sont
formés par sept sous-unités béta ou résidenttles catalytiques. Elles sont identiques pour le
protéasome archéobactérien et différenciées pquotéasome eucaryote ou trois d’entre elles
uniquement portent des sites catalytiques (Les sialytiques sont représentés par les points
blancs au niveau de A : coupe longitudinale dupdere).

A) Modele de surface du protéasome teermoplasma acidophilunet du protéasome
eucaryote deS. cerevisiaeavec une vue axiale et une coupe longitudinaletrgiE de
Pickartet al, 2004). B) Structure cristallographique du pret#ae d’archéobactérie et du
protéasome eucaryote (Extrait de Groll et al., 2000

[1.1.4 Activité du protéasome 20 S

Les protéasomes appartiennent a la famille desHytirolases (N-terminal nucléophile
hydrolase). Le clivage des liaisons peptidiquesasstiré par une attaque nucléophile de la
thréonine N-terminale des sous-unités béta (Seenailhl, 1995). Pour étudier 'activité du
protéasome de petits peptides synthétiques sorgéegral utilisés pour caractériser son
activité biochimique. Les protéasomes eucaryotasguent en général trois types d’activité :

trypsine-like, chymotrypsine-like et caspase-likea{dozoet al,1993 ; Rivettet al., 1993 ;
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Orlowski et al1993). Plusieurs protéasomes d’'archéobactériéset@n caractérisés et la
majorité d’entre eux possedent une activité chyypsine-like notamment celui’Haloferax
volcanii et de Thermoplasma acidophilumcependant les protéasomes 20 S des
archéobactériedlethanosarcina thermophil@t Methanocaldococcus janaschiint montré
des activités peptidasiques inhabituelles de tgspase-like et trypsin-like (Revue Maupin-
furlow et al, 2000).

Les protéasomes semblent dégrader les protéine® dhaniére processive dans la cellule,
c’est-a-dire qu’ils dégradent completement une gwnet substrat en oligopeptides avant
d’attaquer une autre protéine. Cependant certginei®ines ne sont pas dégradées par le
protéasome d’une fagon processive, elles sontedied plusieurs fragments. C'est le cas des
facteurs NF-kappaB pl105 et Nf-kappaB pl100 (Ciechanet al, 2001) et des facteurs
d’initiation de la traduction (Baugkt al, 2004).

[1.1.5 Réle biologique du protéasome 20 S chez les archéatéries

Le rble biologique exact du protéasome 20 S neas bien connu chez les
archéobactéries. Son réle dans la dégradation mé&ines n'a pas été encore démoiirtré
vivo, et ses substrats protéiques ne sont pas encaragoSon rbéle dans la protéolyse
régulatrice n'est pas encore démontré, d’autre plsieurs indications suggeéerent que le
protéasome archéobactérien peut participer a ans&pau stress et au systeme de contrdle de
qgualité des protéines. La plupart des protéasomefigs des archéobactéries sont en effet
extrémement stables et actifs dans des conditiongavorables a d’autres protéines issues du
méme organisme. Ainsi le protéasome halophile 20Haloarcula marismortuiest toujours
stable et actif & des concentrations en sel pouateindre les 0,5M qui constituent des
conditions dénaturantes pour dautres protéinesophdes notamment la malate
déshydrogénase qui se déplie a bas sel (Framzetti 2002). De méme que le protéasome
d’autres archéobactéries résiste a des agents msydat & des températures qui sont
supérieures a l'optimum de croissance des microgsgees (Wilsonet al,1999). D’autre
part, Shockleyet al ont montré une régulation transcriptionnelle pesitles sous-unités béta
du protéasome au cours d'un stress thermique Plyeacoccus furiosugShockleyet al,
2003). Une autre étude montre que Il'inhibition jedle du protéasome (80% de sous-unités
béta bloquées par I'action de I'inhibiteur) réswdte une incapacité des cellules a surmonter

un stress thermique (Rueppal, 1998).
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1I.2 Les régulateurs du protéasome

Dans les cellules eucaryotes, plusieurs compleggslateurs peuvent s’associer au
protéasome 20S afin de réguler son activité. ©egptexes comprennent le 19S cap, PA28,
et les complexes inhibiteurs 300-Kda et le PI3lteCdiversité refléte le rdle central joué par
le protéasome dans de nombreux processus celkildinen de ces complexes, le «19 S
cap », s’associe au protéasome 20 S pour formeprdééasome 26 S un complexe
supramoléculaire de 2,6 MDa qui est impliqué damgdégradation de protéines natives
repliées marquées a la dégradation en généralyéguitine (Figure 3). La liaison du 19 S
au complexe 20 S est Mg-ATP dépendante (Egtaal,1989) et le complexe 19 S est capable
de lier le protéasome de l'une ou des deux extéam(iValzet al, 1998). De nombreuses
études génétigues, biochimiques et couplées a t¢aosaopie électronique ont permis la
séparation du complexe 19 S, composé de 20 sotésudifférentes, en deux entités
structurales différentes ou sous-complexes : kd le la plus distale du complexe 20 S qui est
proche dans sa composition du COP9 signalosomecomplexe régulateur possédant des
activités kinases chez les mammiferes et les @agttqui est impliqué dans la transduction du
signal, et la « base » en contact avec le 20Shase est formée de six sous-unités
ATPasiques régulatrices ou Rpt (Regulatory proteasdriple A-ATPase :1-6) et de deux
larges sous-unités la Rpnl et la Rpn2 (Glickmiaal, 1998).

Chez les archéobactéries, la recherche des conspierseeptibles de réguler I'activité
du protéasome a conduit a la découvert® bl pour ProteasoméActivating Nucleotidase.
La protéine présentant de forte homologie avecstess-unités ATPasiques du protéasome
eucaryote ou rpt est capable de stimuler la détoadaes protéines par le protéasome.
Aucune protéine apparentée aux sous-unités du =Lida été retrouvée chez les

archéobactéries (Zwickl et al., 1999).

Avant de présenter la protéine PAN qui a fait laibjle notre étude et les protéines
apparentées rpt dans une nouvelle partie, il gsoitant de détailler la famille des AAA+ a
laquelle appartient PAN et les rpt eucaryotes agus les modes d’action de ces protéines

AAA+ dans la régulation de la protéolyse.
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A) B)

203

Figure 3: Le protéasome 26 S.

A) Reconstruction tridimensionnelle du protéasome 26p@rtir des données structurales
par microscopie électronique. Le protéasome 2@G&§) lie le complexe 19 S (en bleu.)
(Extrait de Baumeisteat al, 1998).

B) Modéle schématique de la composition du protéastiie
Le protéasome 20 S formé par I'agencement de guatneaux heptamériques: deux
anneaux intérieurs béta (bleu) et deux anneawients alpha (vert) lient le complexe 19
S. Le complexe 19 S se divise en deux sous-conplexe base (rose) formée par
I'association de six sous-unités ATPasiques AAAmnmeEes rpt 1-6 RegulatoryParticle
Triple A) qui sont en contact direct avec le protéas, et de deux larges sous-unités la
rpnl et la rpn2. le lid ou couvercle en jaune oéamst formé par des sous-unités
régulatrices Non Atpasiques ou Rpn de 3 aReéy(latoryParticleNon ATpase) (Extrait de
Pickartet al, 2004).

Il Les AAA+ régulateurs de la protéolyse

Les sous-unités ATPasiques de la base du comfi@x ainsi que la protéine PAN
appartiennent a la famille des AAA+ qui regroupanssi les protéases ATP-dépendantes
Lon, FtsH et les sous-unités ATPasiques du sys@méFigure 4).

La famille des AAA+ ATPaseAssoicated with Various Cellulakctivities) regroupe un
grand nombre de protéines impliquées dans de disdosictions biologiques dans la cellule
comme la réparation et la réplication de I'ADN (Rdka et al, 2001),la biogenese des
membranes (Babst al, 1998), le trafic membranaire (Mey&ral, 2005), la régulation de la
transcription (Leet al, 2003), et le systeme de contréle de qualitépdeines (Schirmest

al., 1996). La particularité de ces protéines eseltps utilisent I'énergie de I'ATP comme
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source d’énergie pour remodeler des protéines @u adenplexes protéiques ou ADN-
protéine. Elles s’assemblent en de complexes mlgmues -en général des anneaux
hexamériques formant un pore central- qui leur pétent d’exercer leur fonction biologique
(Revue Lupaet al, 2002 ; Valeet al,, 2000).

Familles / \ Autres

RuvB/ Lon Lon Clp/Hsp100 protéines

Polll Clamp loader archéoba

ctérien -
\ Deux domaines (D2)
Sous-familles
Deux domaines (D1)
Branche Sous-unités ATPasiques du protéasome

meéiotique :

ARC
Métalloprotéases
de type FtsH

Les rpt du 19 S régulateur

Figure 4 : Classifications des membres de la fam#lAAA+.

La classification se base essentiellement surddesées structurales notamment celles
concernant le domaine central ATPasique. Les mesrdeda famille AAA+ impliqués dans la
protéolyse sont encadrés. On distingue : les pgetehon (vert et rose), les protéines Clp (bleu)
qui interviennent dans la régulation de la protéelghez les bactéries. Les protéases FtsH (vert)
et les sous-unités ATPasiques du protéasome (jaapeartiennent eux a la famille plus
classiqgue AAA qui se caractérise par la présenoeedrégion tres conservée a l'intérieur du
domaine ATPasique nommeée la région SRH. Les somésuATPasiques du protéasome
incluent les rpt eucaryotes (violet) et les rpelikrchéobactérien ou PAN (bleu foncé) (Extrait
de Lupaset al, 2000).

l1.1 Caracteristiques de la superfamille des AAA

Les membres de la superfamille AAA+ sont distribdéss les trois domaines du
vivant : Archaea, Bacteria et Eucary&a signature de la famille des AAA+ est un dorgeain
central ATPasique de 250 acides aminés qui peaifpdéésent en une ou deux copies et qu’on
appelle le module AAA (Kooniet al.,1993 ; Patel et latterich, 1998, Swaffieidal, 1995).

26



tel-00011475, version 1 - 27 Jan 2006

Rappels Bibliographigues

Ce domaine est formé de deux sous-domaines : teigrelu coté N-terminal nommeé P-loop

et un autre du c6té C-terminal nommé Sensor domal®SD (Figure 5).

Le sous-domaine P-loop inclut le motif Walker A (§&&XGKT ou X est n'importe
guel acide aminé) impliqué dans la liaison au defacMg++ et la formation des liaisons
hydrogene avec les nucléotides, et le motif WalBeou « DEXD box » qui serait aussi
impliqué dans la liaison au Mg++ et I'hydrolyse desléotides (Confaloniesdt al.1995). Le
sous-domaine C-terminal est riche en hélices atgimameé aussi comme SSD pour « sensor
and discrimination domain » dont le réle n'est masore bien connu. Ce sous-domaine
permet la classification de la superfamille des AA&n plusieurs familles comprenant les
protéines Clp/Hsp100, la famille des protéasesdtda famille plus classique nommée AAA.
Cette famille inclut les sous-unités ATPasiquespdutéasome, et la protéase membranaire
FtsH. Les membres de la famille partagent une rédgres conservée nommeée SRH
caractérisée par la séquence suivante [(T/S)-(MsXA-X »-R-X2-RX-(D/E). X n’importe
quel acide aminé].

Les AAA+ contiennent d’autres domaines trés vadalglans leurs régions N-terminales et C-
terminales dont la composition dépend de la foncte la protéine. Ces domaines peuvent
étre des domaines protéolytiques : exemple du sen@terminal de Lon et FtsH (Stahlberg
et al, 1999 ; Suzukiet al,1997), des domaines de liaison aux complexegqlgdiques
exemple de la la région C-terminale de ClIpA, HsB&dnget al, 2002). Les domaines N-
terminals peuvent constituer des domaines d’intema@vec d’autres protéines ou de liaisons
de substrats (Dougaat al, 2002 ; Gorbeat al, 2000).

Module AAA (1 ou 2 copies)
N-ter C-ter

Domaine variable H P-lOOp ‘ SSD g

Walker A : Walker B:
GX2GXGKT DEAD

Figure 5 : Représentation schématique de différeatdomaines structuraux d’'une protéine
AAA+,

Toute protéine AAA+ possede un module AAA (en jgugei constitue la signature de la
famille des AAA+. Ce module inclut un sous-domaimammé P-loop qui comprend deux
motifs : le walker A et le walker B impliqués ddadliaison et I'hydrolyse des nucléotides. Un
autre sous-domaine nomr8&Dqui est riche en hélices alpha dont le r6le n’estigen connu.
Les protéines AAA+ comprennent deux domaines (Bterouge) qui varient selon la fonction
de chaque famille des protéinkaA+.

27



tel-00011475, version 1 - 27 Jan 2006

Rappels Bibliographigues

1.2 Mode d’action des AAA+ dans la protéolyse ATP-

dépendante

La structure quaternaire des protéases ATP-dépangampose un enfouissement des
sites catalytiques qui ne sont pas exposés a tiexté Elle forme une chambre protéolytique
dont I'ouverture ne permet le passage que de peditgides. Ce sont donc les protéines
AAA+ partenaires des complexes protéolytigues quit sesponsables de la reconnaissance
du substrat, et de son dépliement afin qu’il puissdrer dans la chambre protéolytique ou
résident les sites actifs. Ce sont également ceplexes qui sont responsables du caractére
ATP-dépendant de la protéolyse en plus du systdmmpiitine qui confére la spécificité du
substrat chez les eucaryotes.

Les données structurales et biochimiques provetesitsystemes procaryotes notamment le
systeme Clp (CIpAP, CIpXP) et le systeme HslUV I(Hscomplexe AAA+ - HsIV :
complexe protéolytique) ont permis de comprendrenégle d’action des complexes AAA+
dans la protéolyse ATP-dépendante notamment comeesninachines moléculaires utilisent
'énergie de I'ATP afin de déplier ou remodelerdebstrat pour le présenter au substrat
protéolytique.

Le modele proposé pour un cycle protéolytique (Fegh) comprend plusieurs étapes qui
commencent par I'oligomérisation des AAA+ en uneaun hexameérique (1), leur association
a leur partenaire protéolytique (2), la reconnaissaet la liaison du substrat (3), le
dépliement et la «translocation du substrat » dansavité protéolytique (4) et enfin la
dégradation du substrat dans la cavité protéolgtigh). Le schéma proposé est une
simplification d’'un processus beaucoup plus comygigt dynamique dans la cellule (Babbit
et al, 2005, Hoskinset al, 2000); A ce sujet il existe peu de données quimgttent de
conclure le mode d’action de ces AAA+ vivo . Néanmoins, différentes étudesvitro ont
reconstitué plusieurs étapes de ce cycle ce qusdaipenser que ces étapes seront
fonctionnellement séparéas vivo. Les différentes étapes de la protéolyse ATP-diqee

telles qu’elles ont été étudiées a travers le gyst€lp et HsIUV sont résumées ci-dessous.
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ATP
AN
Q = _/@ ADP + P,

CCT @%

ATF‘ ADP + P,

(4]

Figure 5 : Les différentes étapes de la protéolygelrP-dépendante tel qu’il a été décrit
pour le systeme protéolytique bactérien Clp

1) Les régulateurs ATPasiques doivent s'assembler encamplexe oligomérique
fonctionnel. Cette étape nécessite la liaison AEF et pas son hydrolyse.

2) Une fois assemblé, le complexe AAA+ s’associe asamenaire protéasique. Cette
étape nécessite la liaison de I'ATP et non sondiysde.

3) La reconnaissance et la liaison aux substrats.

a. Liaison du substrat aux complexes AAA+

b. Liaison du complexe (AAA+ - substrat) au complexet@olytique.

c. Fonction chaperonne du complexe AAA+ requiert I'fojgse de 'ATP .

4) Dépliement du substrat et séquestration dans aloteaprotéolytique

5) L’hydrolyse et le relachement des produits.

(Extrait de Gottesmaet al, 1997).

[11.2.10ligomérisation des AAA +

bY

La capacité des protéines AAA+ a conduire des iésivbiologiques dépend de leur

capacité de former de complexes multimériques no@nh des hexameres, cette étape est
ATP-dépendante et requiert la liaison de 'ATP @/t al, 2000). Plusieurs protéines AAA+
cristallisent sous une forme hexamérique et laluéso de leur structure a révélé comment

les sous-unités parviennent a communiquer au seméme hexamere (Kiet al, 2003 ; Li
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et al, 2002). Les structures cristallographiques omélé que le site de liaison a 'ATP est
localisé a l'interface entre deux sous-unités vaisj le site contient des résidus importants du
protomére adjacent. Ceci suggére que la liaiso’ATEP ou son hydrolyse contrble la
conformation de I'enzyme et probablement son aétijale et al, 2000 ; Hansoret al,
2005). La plupart des enzymes AAA+ passent paryalede liaison de I'ATP, I'hydrolyse et

le relachement du produit de I'hydrolyse. Ce cydderéaction est responsable d’'une série de
changements conformationnels au niveau des AAAfleetmouvements mécaniques qui

permettent d’exercer leur activité (Saeeal, 2004).

1.2.2 Liaison des AAA+ a leurs partenaires protéolytiques

La deuxieme étape d'un cycle protéolytique c’estliddsson des ATPases a leur
partenaire protéolytique. Les complexes ATPasidiezd le complexe protéolytique sous
forme hexamérique a l'une ou aux deux extrémitégufe 6); et les deux complexes
communiquent alors via un canal central comme limntré les images par microscopie
électronique du complexe CIpA-CIpP et la structenistallographique du complexe HsIU -
HslV (Ortegaet al, 2000 ; Sousat al, 2000, Botchleet al, 2001). La liaison des protéases
aux complexes ATPases est un processus dynamiqren@ert la présence de Mg-ATP
(Babbitet al, 2005 ; Botchleet al, 2000 ; Hoskingt al, 2000,Eytaret al.,1989, DeMartino
et al, 1994 ;Hoffmanret al, 1994). L'affinité du complexe ATPasique pour guartenaire
protéolytigue augmente en cas ou le complexe ATiRasest déja lié a son substrat (Jeshi
al., 2004 ; Azimet al, 2005). Les domaines impliqués dans l'interactoitre le complexe
ATPasique et son partenaire protéolytigue ne sastgncore bien connus, mais certaines
études cristallographiques et biochimiques poingemtla région C-terminale du complexe
ATPasique (Seong et al., 2002 ; Sengl, 2000, Yocet al, 1998).
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HsIUY profeisas
side view

duyraduilin

pepiidase R r

ATPase o i i : peplidase

Figure 6 : Vue Structurale de la protéase ATP-d&gndante HslUV

La figure montre la structure cristallographiqusolée de HslU-HslV. Le panneau en haut a
gauche montre le modéle de surface de HslIUV : Hslléomplexe ATPasique coloré en

bleu/vert et HslV coloré en rose/pourpre. En hadiroite, une coupe longitudinale montrant
'ouverture du complexe a I'extérieur par le poreabmplexe ATPasique HslU et la chambre
protéolytique de HslV. Les panneaux du bas montureatvue axiale de 'ATPase HslU et de la
protéase HslV. Les molécules d’ATP sont coloréblanc ( Extrait de Sauet al, 2004).

.2.3 Reconnaissance et liaison du substrat

Les protéases ne dégradent pas n’'importe quelléeipeo La dégradation est
spécifique et cette spécificité est assurée @asipnaux de dégradation. Ainsi, les protéases
ATP-dépendantes identifient leur cible par I'intéaraire de leurs partenaires AAA+ grace a

des signaux de dégradation appelés degrons cordanades protéines.
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Les signaux de dégradation se classent en deuyoceg® : les signaux de dégradation
primaires qui sont essentiellement situés au seainlad structure elle-méme. Ce sont
généralement des régions hydrophobes non strusturéedes motifs de quelques acides
aminés localisés en N-terminal ou en C-terminal dams des localisations variables a
l'intérieur de la séquence (Varshavakyal, 2005).

Les signaux de dégradation secondaires sont agpentéans sur les protéines. Ce
sont des modifications post-traductionnelles quuveat étre des phosphorylations ou
'addition co-traductionnelle de signaux peptidigueCes modifications permettent la

régulation fine et spécifique de l'activité de lafgolyse.

l11.2.3.1 Signaux de dégradation

[11.2.3.1.A Chez les bactéries

Le mécanisme d’adressage des protéines a la destrebez les bactéries commence
a étre élucidé, et révele des éléments a la foiples et complexes. L’adressage des protéines
a la destruction chez les bactéries se fait patefmédiaire d’'un ensemble trés divers de
sighaux peptidigues non structurés. L’existencendhombre variable de signaux de
dégradation permet de réguler différentiellementdebstrats selon le besoin physiologique.
La plupart des substrats du systeme Clp sontmeSipes clefs impliquées dans de processus
régulateurs dans la cellule, le réle du systemeéphgtique Clp serait de réajuster la
composition du protéome (Hengegeal, 2003 ; Gottesmagt al, 2003).

L’exemple le mieux étudié d’adressage des proté&nlesprotéolyse chez les bactéries est
le systeme ssrA qui cible les polypeptides issusnel’ traduction défectueuse vers la
protéolyse (Keileret al, 1996). Les protéines défectueuses au niveau idesomes sont
reconnues par les protéases grace a une séquepiide pRAANDENYALAA dans leur
région C-terminale qui est codée par un tmARN st§ébdS RNA) oissrA
D’autres motifs impliqués dans la dégradation dest§mnes chez les bactéries ont été
identifiés par une expérience élégante du labomtdie Baker (Flynnet al, 2003).
L'utilisation d’'un mutant ClpXP inactif, agissanbrmme une cage pour piéger les protéines
substrats, a montré I'existence de cinq classesigieux de dégradation au niveau des 60
protéines piégeées par le complexe. Ces protéineaauent des facteurs de transcription, des
enzymes meétaboliques et des protéines de stresederd des signaux de dégradation qui
sont localisés aux extrémités de la protéine saitsda région N-terminale, soit dans le C-
terminal de la protéine et sont riches en résidgdrdphobes et basiques. Les signaux de
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dégradation en C-terminal se rapprochent de lemposition du peptide ssrA avec la
présence d’'une séquence LAA en C-terminale, aloesles peptides en N-terminal sont plus
riches en résidus basiques.

La présence des signaux de dégradation n’est patedi aux extrémités N-terminale de la
protéine, car d’autres motifs de dégradation sanés a l'intérieur de la séquence. Ainsi le
répresseur de la transcription LexA qui régule daonse SOS aux endommagements de
I'ADN chez les bactéries posséde un signal de diégian a I'intérieur de la séquence qui
n’est exposeé que lors d’'une réponse aux endommags@DN (Neheret al, 2003).

Certains substrats nécessitent pour leur interadiec les complexes AAA+ la présence
d’autres protéines nommeées protéines adaptaiiimmsganet al.,2002 ; Mogket al, 2004).

Les protéines adaptatrices forment une nouvellgselae protéines qui ont pour fonction de
moduler la liaison du substrat a la protéine AAMgis elles sont capables aussi de moduler
l'activité des protéines AAA+. Les protéines ad#atas ont été découvertes chez un grand
nombre d’organismes jusqu’a présent. Les mieuxctaniaés sont les protéines adaptatrices
du systeme Clp : ClpS, RssB, SspB, UmuD, MecA (2o al, 2002), mais il existe aussi
d’autres protéines adaptatrices qui fonctionneptal/autres protéines AAA+ qui ne sont pas
des partenaires de protéases. L'exemple de laipeos&laptatrice p47 qui interagit avec la
protéine AAA+ p97 et est impliquée dans la fusiamiotypique des membranes (Heteér
al., 2001). Les protéines adaptatrices découvertgija présent ne s’apparentent ni par la
séquence, ni par la structure, et leur taille esiable mais ce sont en général de protéines de
petit poids moléculaire. Le seul point commun esekes utilisent le méme site de liaison au
niveau des AAA+ qui est le domaine N-terminal (Zethal, 2002). Ainsi la protéine
adaptatrice ClIpS lie ClpA via son domaine N-terrhida méme que la liaison de la protéine

adaptatrice SspB a ClpX se fait via le domaine iieal (Wojtyraet al, 2003).

[11.2.3.1.B  Chez les eucaryotes

L’'un des mécanismes les plus élégants d’adressagepibtéines eucaryotes a la
protéolyse est I'attachement de multiples chaingsiglitine. L’ubiquitine est une chaine de
76 résidus qui est ajoutdm transsur les résidus lysines de substrats protéiques dae
réaction énergie dépendante (Herskkal,1988).La réaction d’ubiquitination est médiée par
une série d’enzymes qui comprennent les E1 ou negnees d’activation de l'ubiquitine
responsables de la formation d’une liaison thioestec I'ubiquitine en présence de I'ATP.
L'ubiquitine est ensuite transférée par les enzydesonjugaison de l'ubiquitine ou E2 via
une réaction de transthiolation. Les E2 sont soul@es a des ubiquitines ligases ou E3, les

33



tel-00011475, version 1 - 27 Jan 2006

Rappels Bibliographigues

enzymes clefs dans la sélection des substrats lpduguitination. Les E3s peuvent aussi
faciliter l'interaction directe du complexe E3 strbs avec le protéasome 26S (Xée al,
2000).

L’ubiquitination ne constitue pas le seul moyenddéssage des protéines a la protéolyse par
le protéasome 26S. Il existe a cette date un nordleeemples des protéines dont la
dégradation se passe indépendamment de |'ubigtiiimaomme ['ornithine décarboxylase
impliquée dans la synthese des polyamines (Co#trad, 2004) et la protéine p21 inhibitrice

des cyclines kinases dépendant (Céeal, 2004).

[11.2.3.1.C Chez les archéobactéries

Pour l'instant, les signaux de dégradation n'‘on$ g& encore identifiés chez les
archéobactéries. Les archéobactéries sont desrpotes qui possedent des protéasomes de
type eucaryote. Aucune protéine apparentée a Liloig n’'a été retrouvée dans les génomes
séquences jusqu'a présent, ni un systeme homolaglee ssrA. Le mécanisme pour la
reconnaissance des substrats se rapproche plusbpgpient des mécanismes retrouvés chez
les procaryotes, via des régions ou des peptidesstnacturées dans les substrats destinés a

étre dégradés.

[11.2.3.2 Sites de reconnaissance des substrats

Quels sont les domaines au niveau des complexes +tAAWI assurent la
reconnaissance du substrat pour sa dégradation. doemées a ce sujet sont assez
contradictoires et proviennent essentiellement d#ades faites sur les systéemes
procaryotiques Clp a cause de la simplicité de ¢eganisation.

Les détails moléculaires concernant la reconnaigsan substrat par les AAA+ ne
sont pas encore bien définis. Certaines publicat@roquent le réle du domaine N-terminal
dans la liaison au substrat ou aux adaptateurs éGaly 2002 ; Kim and Kim, 2003 ; Pak
al., 1999 ; Rockekt al, 1999). Le domaine N-terminal comporte des matdded-coil qui
sont supposés agir comme des sites primaires dmnaissance de substrat. Ces motifs
coiled-coil occupent en général une position distphr rapport au pore du complexe
ATPasique. Dans certaines ATPases, ces motifsdcodé sont en position axiale par rapport
a I'anneau hexamérique, c'est le cas de HslU (iBetet al, 2000). Dans d’autres cas, les
motifs coiled-coil sont en position équatorielle papport a 'anneau hexamérique cas de p97
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et de Clp/Hspl00 (Drevenegt al, 2004 ; Liet al, 2002). Les protéines AAA+ sont
comparées a ce sujet a d’autres chaperonnes netantes chaperonnes de la famille des
Hsp60 qui possedent les mémes motifs en coiledetalgissent dans la reconnaissance du
substrat (Martiret al, 2004). Cependant, dans la plupart des cas,|éia®de la région N-
terminale n’avait pas d’effet ni sur la liaisonsubstrat, ni sur I'activité de 'enzyme (Bale$t
al., 1998 ; Beinkeet al, 2002, Zhanget al, 2004). Certaines des protéines de la famille Clp
notamment CIpA et ClpB ont une forme déléire@ivo dans la région N-terminale provenant
de l'utilisation d’un deuxiéme site Shine-Dalgar@ette forme est toujours active et capable
d’exercer les mémes fonctions que la protéine en{iearket al, 1993 ; Zolkiewskiet al,
1999). D’autres publications évoquent le réle dundme C-terminal ou SSD comme
important pour la liaison au substrat (Hosketsal, 2000) ou dans I'engagement initial du
substrat (Jostet al, 2003).

1.2.4 Dépliement et « translocation » dans la cavité ptéolytique

L’'une des fonctions des protéases ATP-dépendastadeedétruire sélectivement des
protéines régulatrices, la plupart de ces protésmed des protéines fonctionnelles, donc ce
sont des protéines bien repliées. Ces protéinegeiiétre préalablement dépliées avant
gu’elles ne soient dégradées pour qu’elles puisestiter dans le pore communiguant avec le

pore du complexe protéolytique .

[11.2.4.1 Mécanisme de dépliement

L’activité de dépliement ou « unfolding » a étépeamier décrite pour le systeme Clp
(Weber-banet al,1999). L'expérience trés élégante se sert destéaistiques de la GFP :
une protéine globulaire trés stable dont la fluorese intrinséque disparait lorsque la
protéine n’'est pas correctement repliée. Il estcdfatile de suivre le dépliement de la
protéine en mesurant sa fluorescence. Lorsquedi@ipe GFP est étiquetée en C-terminal
avec la ssrA, elle devient particulierement semsibl’action de CIpA qui catalyse des lors
son dépliement, et une perte de fluorescence ssrwde. Le dépliement requiert de I'ATP et
du Mg"™.
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Figure 7 : Modele schématique du mécanisme deaidphit d’'un substrat étiqueté par une
protéine AAA+.

Les complexes AAA+ en présence d’ATP lient le stdtsttiqueté au niveau du peptide signal.
L’hydrolyse de I'ATP provoque un changement confatiomnel au niveau de I'enzyme qui
induit une force mécanique. Cette force mécaniquesge le substrat dans le pore de I'enzyme
provoquant des perturbations au niveau de sa stauct

La capacité de I'enzyme a déplier le substrat déplss structures adjacentes au signal. A ce
point, le substrat peut soit se dissocier de I'emysoit il est efficacement conduit dans le pore
de I'enzyme et transmis a la cavité protéolytigommuniquante. Plusieurs cycles d’ATP
peuvent étre utilisés avant le dépliement finasdbstrat (Extrait de Sauer al, 2004).

Les unfoldases sont donc des enzymes qui utilidest forces mécaniques sur le
substrat lié afin de le déplier (Figure 7). La ditérd’ATP requise pour le dépliement dépend
largement du degré de structuration du terminuslad@rotéine (Burtonet al, 2001 ;
Kennistonet al, 2003 ; 2004 ; 2005, Lest al, 2001). Les études postérieures avec d’autres
protéines modeles ont révélé que les AAA+ induidentépliement des substrats en les
débarrassant de leur signal (Leteal, 2001). Le dépliement commence au niveau du kigna

et la structure du substrat est alors perturbéeegadl’utilisation de I'énergie de I'ATP, les
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chaines polypeptidiques sont alors tirées afingbesrr les domaines natifs et le substrat est
poussé dans le pore du complexe régulateur qui comgue avec le pore du complexe
protéolytique. Des résidus importants au niveapahe du complexe semblent jouer un réle
important dans le mécanisme de dépliement tel kkmtné des expériences de mutagenese
dirigé contre ces résidus (Pakal, 2005). Le mécanisme de dépliement rappelle cglua

lieu lors de I'import des protéines au niveau denitochondrie (Matouscheét al, 2003).

Les mécanismes de dépliement par le protéasomedfh &€ analysés via des expériences
similaires a celle de 'import mitochondrial. Lesofgines substrats notamment la Barnase et
la DHFR sont efficacement dégradées lorsqu’elles adressées au protéasome et au systeme
Clp. Cependant, I'addition de ligands stabilisaseempéche la dégradation de la DHFR et
non de la Barnase qui possédent des structur@ssiédues en feuillet béta, ce qui implique
gue la susceptibilité des ATPases de déplier lebstsat dépend aussi de la structure locale

adjacente au signal (Le¢ al, 2001).

[.2.5 Hydrolyse et relachement des produits
Une fois que le substrat est déplié et séquesté @achambre protéolytique, il est
alors exposé aux sites catalytiques des proté&ste étape est ATP-indépendante, et les

protéases libérent des produits dont la tailleevede 3 a 30 acides aminés.

111.3 Fonction chaperonne des protéases ATP-dépendantes

Plusieurs études montrent que l'activité chaperoesteune propriété commune et
universelle des protéases ATP-dépendantes. |l déftdontré que plusieurs protéases ATP-
dépendantes participent via leurs protéines AAA+r@modelage des substrats. L’activité
chaperonne semble étre contradictoire avec l'détiprédite de ces complexes dans le
dépliement et I'élimination définitive d'un subgtraependant les mécanismes qui gouvernent
les deux activités semblent étre similaires. Dass deux types d’activité, les complexes
AAA+ utilisent I'énergie de I'ATP pour provoquer slechangements conformationnels au
niveau de leur substrat qui peut étre une protéinen complexe protéique. Les complexes
AAA+ se situent entre la vie et la mort d’'une pme(Zwickl et al, 1999), et les mécanismes
qui permettent aux AAA+ de décider entre le repbabd’'une protéine, son remodelage ou sa

destruction ne sont pas encore connus.
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L’idée que les protéines AAA+ peuvent porter desictions de type chaperonne est
venue d’'une homologie entre les complexes AAA+tdraens ClpX et ClpA avec d’autres
protéines chaperonnes notamment la protéine Hspéd 0 levure et une autre protéine ClpB,
qui elle ne s’associe pas a de complexes protgalsi (Palet al, 1999). L'implication des
protéines ClpX et CIpA dans une fonction chapercaéte démontrée dans leur participation
en deux processus: la transposition du phage Mbativnedi-Alaouiet al, 1994 ;
Levchnekoet al, 1995), et la réplication du phage P1 (Wickeieal, 1994).

D’autres études plus réceniasvitro chez les eucaryotes ont montré une activité coaper
des protéases ATP-dépendantes; notamment la peotdamchondriale i-AAA/Ymel
(Leonhardet al,1999) et le protéasome eucaryote (Bratral, 1999 ; Stricklandet al,
2000). Dans le cas du protéasome, l'activité chaper est localisée dans la base du
complexe régulateur 19S qui est capable de liezgditer la citrate synthase dénaturée et non

ubiquitinylée dans une réaction ATP-dépendante.

IV Les ATPases du protéasome eucaryote : les rpt

L’activité du complexe protéolytique 20 S dansdeBules eucaryotes est régulée par son
association au complexe 19S pour former le comptexeromoléculaire de 2,7 MDa. ou 26 S
(Peterset al.1994 ; DeMartinoet al,1994 , Armonet al,1990 ; Hoffmanet al.1994). Le
complexe 19 S contient six sous-unités ATPasiqoesnmées rptRegulatoryParticle Triple
A protein) qui sont en contact direct avec le paeténe 20 S tels gu’ils ont montré les images
par microscopie électronique (Glickmanal, 1998 ; Grat al, 1994 ; Walzt al, 1998).

Plusieurs réles ont été attribués a ces sous-uAteasiques notamment via leur capacité
a utiliser I'énergie de I'ATP pour induire des cgaments conformationnels. Il a été proposé
gue ces ATPases puissent utiliser le méme modéahiades autres AAA+ notamment en ce
qui concerne leur oligomérisation en un complexeaherique (Glickman et al., 1998), la
liaison au protéasome 20 S (Petetsl. 1994 ; DeMartincet al,1994 , Armonet al,1990 ;
Hoffmanet al.1997), la reconnaissance et la liaison des subgfPatkart, 1997 ; Beatt al,
1998, Fuet al, 1999 ; Younget al,1998) et leur dépliement des substrats (Braual.et
1999 ; Strickland et al., 2000). Les rpt peuverdiser dans la translocation de substrats
protéigues dépliés dans la chambre centrale capadydu protéasome (Larsehnal, 1997).

Les ATPases peuvent utiliser I'énergie de I'ATP piowluire un changement conformationnel
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au niveau de l'ouverture de la chambre protéalgiqui est complétement fermée chez la
levure (Grollet al,1997) et y contrbler I'acces.

Les sous-unités ATPasiques sont distribuées damestdes cellules eucaryotes :
levure, mammiféres, plantes (Glickmat al, 1998 ; Fuet al, 1999). Les sous-unités
ATPasiques présentent toutes des homologies digs et elles sont plus proches de leurs
homologues d’'une autre espece qu'au sein d’'une na&mece. Il est possible de les classer
en 6 groupes : rpt 1 & 6 (Finleyal., 1998).

variable ragion ATPase domain

| T 1 aming acids
Rpt1/Cims P [ GPPGTGKT | IIFFDEID |——— 468
Rpt2/Ytas {GPPGTGKT |—[IFMDEID}———— 438
Rptanfta2 77 [ GPPGTGKT | —{IFIDEVD}———————— 428
Rptd/Suge g7 [GPPGTGKT |—{IIFIDELD }J————— 438
Rptsftal — 27— GPPGTGKT —{IFIDELD |——— 434
AptE/Sug1 V7777 —— GrraTGKT | IFMDEID}———— 406
A motit B matif

Figure 8 : Alignement structural des différentes sos-unités ATPasiques du protéasome
26S.

Les protéines rpt sont composées d’'un domaine AgBasjui contient les deux motifs Walker
A et Walker B. lls contiennent aussi dans leuraadi-terminale une région variable qui peut
contenir des motifs coiled-coil : boite hachurégt(&t de Glickmaret al, 1998).

Les différentes rpt se ressemblent essentiellementiveau de leur domaine central
ATPasique formeés par le motif Walker A et le WalBerElles présentent une divergence au
niveau de leur région N-terminale (Figure 8). list& cependant un domaine coiled-coil chez
toutes les rpt a I'exception de la rpt2 qui présent « stretch inhabituel » de lysine auquel on
a attribué un signal d’adressage au noyau (Glicketat, 1998). La région N-terminale est
importante pour la liaison des sous-unités entles edt avec les substrats (Gorletaal,
2000 ; Richmoneet al, 1997).

V.1 Réle et Fonction

Les rpt constituent des genes essentiels comnmedrdré la délétion des genes chez la
levure (Gordoret al, 1993 ; Russekt al,1996 ; Swaffieldet al, 1992 ; Ghislairet al, 1993 ;
Schnallet al,1994). Les mutants sont létaux et ne sont paaues par la surexpression par
les autres ATPases. Les sous-unités ATPasiques lagmbexercer des fonctions non
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redondantes dans la cellule (Ruleihal, 1998 ; Russelet al, 2001) car des mutations au
niveau du domaine ATPasique chez les différentes-saités ATPasiques entraine des
phénotypes différents . Il existe cependant unepémativité dans les sous-unités ATPasiques
du 19 S pour la dégradation des substrats, caggeadation d’'un substrat spécifique peut étre
inhibée par des mutations au niveau des différelieS ATPases (Rubgt al, 1998).

L’activité peptidasique du protéasome 20 S estudémlorsqu’il s’associe a son complexe
régulateur indiquant que méme les peptides quitrpas besoin d’étre dépliés sont aussii
régulés par le complexe 19 S et une seule mutgiomoque une inhibition de l'activité
peptidasique (Rubiet al, 1998). La mutation au niveau du domaine ATPaside rpt2 a
montré une inhibition dramatique dans I'activitépp@asique du protéasome, ce qui suggere
gue cette sous-unité se situe sur la porte d’enieda cavité centrale protéolytique (Kohétr
al., 2001).

V.2 Interaction des sous-unités entre elles et avec dtmes
protéines

IvV.2.1 Interaction des sous-unités entre elles

Des études biochimiques et génétiques détaillées différents organismes ont
montré des interactions spécifiques entre les réifit@s ATPases. Ces différentes études
suggerent que ces sous-unités ATPasiques s’assopiebablement en un complexe
hexamérique typique des membres de la famille d&&-Atpases (Glickmaret al, 1998).
Les études biochimiques et génétiques ont indiged’mteraction protéine-protéine entre les
différentes ATPases se passe via la région N-tedmigui porte des domaines coiled-coils.
L’interaction se fait par paire : la rpt2 lie latIpet la rpt3 lie la rpt6 et la rpt 5 lie la Rpt4.
(Richmondet al, 1997 ; Gorbeat al,2000)

Il n’existe pas pour I'instant de preuve directe gaelle sous-unité ou domaine se fait
la liaison avec le protéasome. Une étude génétigurdre une interaction entre I'une des sous
ATPasiques la rpt6 et 'une des sous-unité alphgpmtéasome alpha 1 (Gerlinget al,
1997). Une autre étude chez la drosophile montee lgs ATPases sont susceptibles a la
dégradation protéolytique lorsqu’elles sont sousneode 19S non associé, mais elles sont
protégées de la dégradation lorsqu'elles sont a&s=ocau complexe 20 S (Haracska
al.,1996).
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IvV.2.2 Interaction avec d’autres protéines
D’une facon générale chez la levure, il existe tamg nombre de protéines qui sont

faiblement associés avec le complexe 19S dandlldecé/ermaet al, 2000). La recherche
de protéines susceptibles d'interagir avec les-soités ATPasiques du protéasome a été
effectuée par plusieurs types d'études génétigeesysteme double hybride et le « pull-
down » assays. Les rptases sont capables d’inteaagic un grand nombre de protéines
cellulaires, ce sont essentiellement des activatganscriptionnels, des protéines virales, et
des récepteurs hormonaux (revue Keetedl, 2000, Vermaet al,, 2000).

La liaison des sous-unités ATPasiques a la trgotsmni n’est pas encore bien comprise, il
a eté proposeé que les sous-unités ATPasiques dpleoenl9 S puissent former un complexe
indépendant au niveau de la protéolyse (hommé ABIBAAA ProteinsIndependent of 20
S) (Ottosenet al, 2002). Ce complexe est recruté au niveau de @ieums de géenes activés,
et participe a la régulation de la transcriptiomtdée mécanisme reste encore a définir
(Ferdouset al, 2002). Le complexe semble jouer un rdle indépenda la protéolyse dans le
nucléotide excision repair L'inactivation sélectigles sous-unités ATPasiques de la base du
19 S et non l'inhibition du protéasome entraine sesibilité aux irradiations par les rayons
UltraViolets et affecte la réparation de 'ADN gdarnucleotide excision repair (Russetlal,
2001).

V Les ATPases du protéasome archéobactérien ou rpt-

like : PAN
V.1 Découverte de PAN

La plupart des données structurales et fonctioesellr les protéasomes proviennent
des études faites sur les protéasomes des arché&obmceen vue de leur simplicité. La
recherche de complexes ATPasiques susceptiblesédaler la protéolyse chez les
archéobactéries a révélé I'existence chiEthanocaldococcus janaschiiune AAA-ATPase
homologue aux sous-unités ATPasiques régulatrisggatéasome eucaryote. La protéine de
50 kda partage une homologie autour de 40% avesixesous-unités ATPasiques de la base
du complexe régulateur du protéasome. Lorsque PA&Nliéthanocaldococcus janaschast
cloné et surexprimé dais coli forme un complexe oligomérique de haut poids madéie
(550- 650 Kda). Il n’existe pas de données clag@sla nature du complexe et son mode

d’assemblage, mais ce complexe résulte probabledeelat formation d'un double hexamére
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en anneau (Zwicket al, 1999).In vitro, le complexe est capable de catalyser une gamme
assez large de nucléotides d’'ATP, de CTP et a grédeoindre le GTP et 'UTP (Zwicldt

al.,, 1999). Lorsque le complexe est incubé avec retépsome deThermoplasma
acidophilumet en présence de I'ATP, il est capable de stimalelégradation des protéines,
mais non pas celle de tétrapeptides qui peuvemiseif librement a travers le pore du
protéasome, ce qui suggéere que PAN agit pour régblarolyse des protéines et non pas
celle des peptides. Le complexe a été nommé PAN Preteasomeé\ctivating Nucleotidase
(Zwickl et al, 1999). PAN a été proposé comme étant le préguésmlutif des ATPases de

la base du complexe régulateur le 19S.

V.2 Distribution de PAN au sein des archéobactéries

Le séquencage des génomes d’archéobactéries ségqyanqu’a présent a révélé la
présence de 23 protéines homologues et annotéemea@tant des sous-unités atpasiques
régulatrices du protéasome. PAN est completemeserabdu génome de certaines
archéobactéries telles les thermoplasmales eetespfasmales. Et Parmi les archéobactéries,
seules les archéobactéries halophiles et les netherinacées possedent deux PANS.

V.2.1 VAT : homologue fonctionnel de PAN chez Thermoplasma

acidophilum

PAN n’est pas présent dans les génomes de tostesdecéobactéries notamment chez
Thermoplasma acidophilumu chezPyrobaculum aerophilumil a été proposé gu’une autre
AAA-ATPase archéobactérienne de la famille des AAd&mologue a la protéine cdc48
nommée (VAT ou VCP ou p97) pourrait faciliter lagdgdation des protéines par le
protéasome. Les protéines cdc48 sont des protdides a deux domaines ATPasiques
fonctionnels qui sont répartis dans les trois dowsidu vivant. Les protéines cdc48 se
présentent sous forme d’'un double hexameére (Rastkel, 1999) et possedent aussi une
activité chaperone-like (Golbigt al, 1999).
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V.3 Réle et caractéristiques biochimiques de PAN

PAN étant capable de réguler I'activité du protéason vitro sur des substrats
protéiques telle la caséine, il était intéressantaster si PAN tout comme les sous-unités
ATPasiques du systeme Clp pouvait agir comme wngaidase » qui déplie les protéines en
vue de leur dégradation. Pour tester I'activitéddpliement de PANnN vitro, PAN a été
incubé avec le substrat de CIpA, la GFP-ssrA. Méima ssrA n’est pas identifiée au niveau
des génomes des archéobactéries, PAN a catalydémamt la perte de la fluorescence de la
GFP-ssrA et cette réaction nécessitait 'hydrolysd’ ATP (Benaroudgt al,2000).

PAN peut aussi agir comme une chaperonne moléeul8ion action comme une
chaperonne moléculaire a été démontrée par samnactiéduire la formation des agrégats, de
méme qu’a aider les protéines dépliées a retrdeverconformation native (Benarouglj al.,
2000). En effet, PAN réduit significativement I'agation des protéines dépliees par la
température ou par des traitements chimiques. PAR @pacité aussi de promouvoir le
repliement de protéines dénaturées. Ainsi, PAN lifacile repliement de la glucose
déshydrogénase dénaturée par la guanidine. Ladiaie PAN aux nucléotides affecte sa
capacité a reduire les agrégats, cependant elléecta pas sa stimulation de l'aide au
repliement des protéines (Benaroatlpl, 2000).

Du fait de sa facilité d’expression et sa capaait@guler le protéasome vitro, le
complexe PAN a permis la compréhension de ceraspscts des mécanismes de régulation
du protéasome eucaryote et du protéasome archéabadBenaroudgt al, 2003 ; Navon et
al., 2001 ; Ogureet al, 2003). Le complexe PAN est capable de régubatiVité du
protéasome d’une maniere tres similaire a celld’at#ion des protéines Clp/hsp100. Le
mécanisme comporte les mémes grandes lignes notantame@connaissance du substrat, son
dépliement et la séquestration du substrat daolsdmbre protéolytique (Navaat al, 2001 ;
Oguraet al, 2003). Et dans le cas du protéasome eucarybid, d3t capable de provoquer
'ouverture de la porte dentrée dans la chambretoilytigue qui est fermée par les
extrémités N-terminaux des sous-unités alpha.

A la différence du systéme Clp et du protéasom& 26 les images par microscopie
électronique ont montré une interaction évidentteete complexe protéolytique et son
complexe régulateur ; aucune interaction stableetéadémontrée a I'’heure actuelle entre le

protéasome et PAN. Ceci pourrait étre lié au faié gqette interaction est tres rapide et
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transitoire, ou a l'incapacité de moyens biophysgactuels a étudier des interactions entre
des complexes hyperthermophiles a de hautes tetapEsa

Il a été proposé via des études biochimiques quergplexe PAN lie le protéasome via son
domaine C-terminal (Forstat al., 2005) par un mécanisme qui ressemble a la liatkon
protéasome a son activateur le PA28 (Whighyal, 2000). En effet, la délétion d’un seul
résidu arginine au niveau de la région C-termimklecomplexe PAN bloque la dégradation
des protéines en abolissant son interaction avgrdéasome.

VI Description du systeme d'étude : Halobacterium

salinarium

VI.1 Taxonomie et Habitat

Un microorganisme est halophile (du grec Halos k ghkile = aime) si celui-ci
requiert du sel pour sa croissance. Les microosgaas halophiles sont répartis dans les trois
domaines du vivant. Ainsi on retrouve des bactéhalphiles $alinibacter rubey, des
eucaryotes halophiles (I'algue halophDeinaliella) et des archéobactéries halophiles. Les
espéeces halophiles se retrouvent dans plusieundidard’archéobactéries dans le régne des
Euryarchaea La famille desHalobactériacéesegroupe uniquement des espéces halophiles,
alors que les familles des méthanospirilacées etriithanosarcinacées regroupent aussi bien
des especes halophiles que des espéeces non heof@rien, 2000).

Halobacterium salinarium est une espece halophile appartenant a la fandbds
Halobactériacéesdans le phylum deguryarcheota (Figure 9 A). Elle a pour niche
écologique les lacs trés salés dont la concentratio sel dépasse 10 fois celle de la
concentration en sel marine (30 % concentrationsel). Les lacs salés renferment
essentiellement des archéobactéries halophiles gtlupart d’entre eux contiennent des
pigments caroténoides qui donnent a l'eau une uwoul®se, orangée ou pourpre
caractéristique (Figure 9B). La famille ddslobactériacéesegroupe d’autres espéces bien
etudiées commelaloferax volcaniiet Haloarcula marismortui La plupart des membres de
cette famille sont des halophiles extrémes et esbim d’'une concentration minimale de 1.5

M de sel pour leur concentration optimale.
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V1.2 Caractéristiques

Du fait de leur ressemblance aux eucaryotes parmésanismes de codage de
linformation comme la transcription, la traductjofa réplication et la protéolyse, les
archéobactéries ont constitué des organismes nsogele étudier ces processus en général

plus simplifiés.

A) B)

Bacteria

Uneultured archaesa Korarchasota
s .- Nanoarchasum Nanoarchasota
o Pyrobaculum Crenarchasota
Asropyrum

Sulfolobus

Pyrococcus Euryarchascta

Eukarya

Figure 9 : Taxonomie et Habitatd’'Halobacterium salinarium

A) Les trois domaines du vivanBacteria, Archaea, Eukaryaelon la classification de Woese
basé sur les ARN Ribosomiques (Woeseal.,1990). Les archéobactéries forment un groupe a
part dans le domaine du vivant tel qu'ils sont préés par I'arbre phylogénétique ci-dessus.
Les archéobactéries regroupent quatre phyla :Ciesharchaeota les Euryarchaeotaet les
Nanoarchaeota et les Korarchaeothes espéeces halophiles extrémes sont représeniées s
I'arbre parHalobacteriumet parHaloferax. (Figure extraite de Thorees al., 2005)

B) Photographie du lac salé KangooLake en Australge.cbuleur rose du lac provient des
pigments caroténoides synthétisés par les archt&wleschalophiles qui colonisent le lac. La
photo a été tiréee du site du laboratoire de = MichadDyallSmith
.http://microbiol.unimelb.edu.au/people/dyallsmidii_lakes/Lakes.html
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Les systemes archéobactériens halophiles ont tahgdiexcellents systemes pour les
études structurales et biochimiques. Leur facdigéculture parmi les autres archéobactéries
extrémophiles (agitation a 37°C, 4M KCI) les rentdbraucoup plus adaptées a de telles
etudes notamment la possibilité de purifier les plexes protéiques de leur contexte natif. De
plus, il est possible a de hautes concentrationseti@’étudier les interactions entre deux
complexes protéiques qui n’est pas le cas powrdawplexes hypethermophiles.

Cependant, I'accumulation de données structurdidsioehimiques en provenance de ces
archéobactéries s’accompagnait d’'une quasi abselecedonnées génétiques sur ces
archéobactéries. L'absence des outils génétiqupsoaipes notamment les méthodes de
transformation, et de sélection limitait ce gent&utles. De plus, les halophiles extrémes
présentent un génome assez dynamique plein d’éténtdinsertion ce qui complique de
telles études geénétiques (Mg al., 2000). De récents développements dans le choix de
vecteurs et dans les méthodes de transformatiom permettre I'éclosion de ce genre
d’études notamment chddaloferax volcaniidont le génome est le plus stable parmi les
autres archéobactéries (Thorensl,2005)

VI.3 Organisation du génome

Le premier génome complétement séquencé fut aBl@lobacterium salinarium
publié en 2000 (Ngt al, 2000 ; Oesterhelit al, Unpublished). Le génome est disponible
via deux sites celui de l'université biotechnolagicde Maryland (http://halo.umbi.umd.edu/),
et celui de linstitut Max Planck de Biochimie a Masreid (http://halolex.mpg.de), suivi
ensuite par le séquencage du géndihkaloarcula marismortuien 2004 disponible sur le site
de Institute of Genomic Research localisé a Seattle Etats-Unis (Baligat al, 2004). Le
génome dHaloferax volcaniiest partiellement séquenceé et disponible viatee dil TIGRE.
Halobacterium salinariunpossede un chromosome circulaire dont la taill,8& Mpb et
deux minichromosomes pNRC200 et pNRC100 de tagpective 350 et 200 Kpb. Leur
génome est trés riche en GC (68%). Il code poub 288téines dont 36% sont de nouvelles
protéines qui ne présentent aucune homologie ae@btéines connues. Le séquencage du
génome a révelé la présence d'un grand nombre atéipes homologues a des protéines
eucaryotes notamment les facteurs de transcriffiéliB...) , les facteurs de réplication
(cdc6,0RC, MCM) et les protéines impliguées dans platéolyse (sous-unités du

protéasome : apha et béta et régulateur ATPasiquepteike : PAN). Le séquencage du
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génome a aussi révélé que la majorité des protémephiles présentent un contenu élevé en
résidus acides tels 'acide glutamique et I'acidpaatique et ont tous en majorité leur point
isoélectriqgue aux alentours de 4,2. Ceci constiiwe des mécanismes d’adaptation a de

fortes concentrations en sel dans leur cytoplasme.

VI.4 Equipements de survie

bY

Pour s’adapter a des conditions extrémes de salieit de déshydratation, les
halophiles extrémes ont développé une stratégiprakection contre la pression osmotique
exercée par la forte concentration en sel a I'eetér Les halobactéries accumulent dans leur
cytoplasme de fortes concentrations en sel powstagindre les 3 M KCI. Cependant cela ne
fait que déplacer le probléme du niveau cellulaieniveau moléculaire, car, a l'intérieur de
la cellule, les protéines et les autres biomolécutent se trouver en concurrence avec le sel
pour s’approprier I'eau indispensable a leur saliran.

La résolution de la structure cristallographique plusieurs enzymes halophiles
notamment dans notre laboratoire et dans d’autitesrdtoires a permis de mieux comprendre
'adaptation des protéines halophiles a de fortexentrations en sel (revue Madetnal,
2000). En effet, les structures cristallographiqueg montré que ces protéines sont
enveloppées d’'un manteau d’acides aminés donhiEses latérales sont acides, c’est-a-dire
gu’elles portent chacune une charge négative danmilieu neutre. C'est grace a cette
densité de charge exceptionnellement élevée quauiface de la protéine est bien plus
efficace pour attirer les molécules d’eau évitansida déshydratation causée par la trés forte
salinité du milieu. Grace aux répulsions entre gharnégatives, ces protéines sont moins
sujettes a I'agrégation. En revanche, dés queraertration en sel diminue, la structure de la
protéine est détruite a cause du manque de camtseqositifs pour équilibrer les charges
négatives. C’est la raison pour laquelle les pne®ihalophiles peuvent étre inactivées et

méme dépliées par un appauvrissement de la salmibéilieu.
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VIl Obijectifs de la these

Il existe peu de données actuelles sur le rolagedtéolyse cellulaire et sa contribution
a la régulation de phénomenes physiologiques awarchéobactéries en général et sur les
archéobactéries halophiles en particulier. Des rexpeées de pulse-chase avec l'acide aminé
leucine marqué radioactivement avec4& montrent que le turn-over des protéines est lent
chez les archéobactéries halophilasnajorité des protéineshdalobacteriumont une longue
demie-vie (Kamekurat al, 1986). D’autre part, la contribution de mécanisrde contréle
post-transcriptionnels a la régulation de la phgsgje globale dHalobacteriumest déja
évoquée. A ce sujet, une approche globale de tiptmmique et de protéomique a montré
gu’il n'existe pas de corrélation entre le changetr@bservé au niveau transcriptionnel et
celui observé au niveau protéique, la protéolysenad donc jouer un réle important dans la
régulation de nombreux processus chez ces microisrgas (Baligat al, 2002).
Le protéasome 20 S a été déja purifié a partirtchés dHalobacterium(Franzettiet al,
2001 ; Wilsonet al, 1999). Le protéasome 20S ne présente pas la mémposition chez
toutes les especes halophiles. Alors que ¢taabacterium salinariumil existe uniqguement
deux genes qui codent pour les sous-unités du gzomée . une alpha et une béta, chez
d’autres espéces halophiles du méme groupe, |égsoine peut contenir deux sous-unités
alpha chezHaloferax volcanii ou quatre sous-unités: deux alpha et deux bé&z ch
Haloarcula marismortui(Maupin-furlow et al, 2000). Il n’est pas encore bien clair quelle
serait la signification biologique d’avoir plusisugenes codant pour les sous-unités du
protéasome. Kaczowkat al ont montré que les deux sous-unités (alphet lapha?2)
d’Haloferax volcaniisont capables de s’incorporer et former des caxepléonctionnels, la
formation des différents complexes de protéasorpert de la phase de croissance avec un
complexe protéasome alpha2 béta abondant en piadiemsaire (Kaczowkat al,1999). Le
séquencage du géenomedlobacterium salinariuna révélé I'existence de deux genes codant
pour des régulateurs du protéasome potentiels : BAiNsont trés homologues aux sous-
unités ATPasiques du protéasome eucaryote.
Les études biochimiques et structurales portéeke surotéasome 20 S des archéobactéries ont
permis de suggérer que PAN et VAT sont des reguisitpotentiels de la protéolyse ATP-
dépendante qui possédent des caractéristiquesirmigcies communes avec les AAA-
ATPases des bactéries (CIpA,HsIU, ..In)vitro, PAN est capable de stimuler la dégradation
des protéines par le protéasome archéobactérieickizwt al., 1999) et le protéasome

eucaryote (Benaroudit al, 2003). PAN agit selon les mémes modes d’acties autres
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AAA+ : il reconnait les protéines étiquetées, séli'énergie de I'ATP pour les remodeler et
les présente au protéasome sous forme dépliée r@ehat al, 2001). PAN posséde une

activité chaperonne, il est capable de solubillseragrégats et d’aider au repliement des
protéines. Toutefois, il N’y a pas a I'heure adwielétudes portant sur le réle physiologique

gue joue le protéasome ou ses régulateurs PANscgansicroorganismes.

La thése porte essentiellement sur la régulation m®etéines PANSn vivo en
conditions normales et en conditions de stress, égat d’oligomérisation et d’association
avec le protéasome chealobacterium salinarium

La these se concentre sur trois axes de recheritiogpale :

= |dentification des produits de genes PANs

La premiere étape de la thése consistait a idemtés produits des genes PANSs et
regarder si les deux PANs sont effectivement syis® dans les extraits protéiques
d’Halobacterium salinariumLors de notre identification des produits desegeRANs chez
Halobacterium salinarium nous avons observé une accumulation de deuxrmefo de
chaque protéinen cellulo. Nous avons donc cherché a comprendre les méaasigoi sont
responsables de la génération des deux formesadgielprotéine. Cette partie sera présentée

dans le chapitre | de la thése.

= Oligomérisation et interaction des protéines PANsrdre elles et avec le
protéasome

La régulation de la protéolyse par les protéinAs\A dépend en grande partie sur leur
capacité a s'oligomériser en de complexes hexamgEsigqapables de lier leurs partenaires
protéolytiques. A linstant actuel, il n'existe pake données claires sur les propriétés
physiques du complexe PAN et aucune interactioplestaia été démontrée entre PAN et le
protéasome 20 S. Notre étude a porté sur I'étdigdimérisation des PANs et leur association
avec le protéasome. La présence de deux PANgatéitulierement intéressante, nous avons
donc étudié si les PANs sont capables de s’assecien complexe hétérooligomérique dans
la cellule ou en deux complexes homooligomériquéerdnts. L'état d’oligomérisation et

d’interaction des protéines PANSs feront I'objetahapitre |l de la thése.
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= Role cellulaire des PANs et leur participation a laéponse cellulaire aux stress

La participation du protéasome et de ses réguktauisysteme de contrble de qualité
des protéines a été évoquée sans gu’elle soienéetit démontréeln vitro, les protéines
PANSs présentent des activités chaperonnes et apabtes d’aider au repliement de protéines
dépliées et de dissocier les agrégats protéiquesafBudijet al, 2000). Le protéasome 20 S,
purifié a partir des extraits idalobacterium est stable et actif a de trés basses concentrations
en sel, il est capable de dégrader des protéinephiles en voie de dépliement et non des
protéines déja dénaturées sans l'aide de compkEkBasiques de type PAN (Franzettial.,
2002). Nous avons étudié la régulation des proséiteNs et du protéasome en conditions du

stress qui seront présentés dans le chapitre 1H tese.
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I Matériels

.1 Souches

Les deux espéces halophileklobacterium salinarium(NRC-sp) fournie par D.
Oesterhlet eHaloarcula marismortuifournie par A. Oren ont été utilisées au coursnds
études.

Les souches &scherichia coliDH5a, ToplOF (Invitrogen) ont été utilisées pour les
clonages. Les souches BHscherichia coliBL21(DE3), BL21(Codon plus RIL) de Novagen
et BL21 ToplOF (Invitrogen) ont été utilisées pdaxpression hétérologue des protéines

recombinantes.

.2 Plasmides

* Le vecteurpCRII-TOPO (4 Kb) : Le vecteur pCRII-TOPO confere la résistara la
kanamycine et a I'ampicilline. Il possede deux potenrs permettant la transcription du
fragment cloné : le promoteur Sp6 et le promoteidr Me vecteur pCRII-TOPO est
commercialisé painvitrogen sous une forme linéarisée et lié de maniére cotala
'enzyme Topoisomérase | permettant le clonagectlider produit d’amplification PCR

sans passage par une étape de ligation (Shumat), 199

Carte du vecteur pCRII-TOPO. Le vecteur
de taille de 4 kb permet le clonage direct de$
produits PCR.

Le vecteur contient une origine de réplicatign,
de genes de résistance a I'ampicilline et 3 la
kanamycine permettant la sélection des
transformants.

52



tel-00011475, version 1 - 27 Jan 2006

Matériels et Méthodes

- Le vecteulpET-11a (5,667 kb): Le vecteur pET-11a est un vecteur d’expressiomptant

un haut niveau d’expression (Novagen). Il confareésistance a I'ampicilline a la souche, et
contient en amont des sites de clonage le promgtdude '’ARN polymérase du phage T7
(Studieret al, 1990). Celui-ci permet I'expression de protéidass les souches dérivant de
BL21(DE3) qui expriment 'ARN polymérase du phag& @ont le gene, placé sous le

contréle du promoteur lacUV-5, est réprimé paéleresseur Latlet induit par I'lPTG.

EcoR 1{5673)
Cla li24)
Hind 111(29)

Bpu1102 1{267)
BamH li319)

Aat 11(5604) Nhe 1(352)

Ssp 1(3486) Nde 1(339)
Xba I{387)
Sca li5162) Bgl 1li463)
Pvu 1{5052) SgrA 1is04)
Sph I{680)
Pst 114927) EcoN 1{720)

S— Carte topographique du vecteur

Bsa I(4743) pET-11a

Eam1105 Ii4s82) . Le vecteur (5,6 Kb) est un vectedr
M e d’expression  des  protéines
BeiE 11360, hétérologues dansg. coli. Le

AlwN 1{4205)

vecteur contient plusieurs sites e
clonage qui permettent l'insertio
d'un géne sous le contrdle du
Hpa I{1691) promoteur inductible LacZ. L
plasmide confere aux souches
transformées une résistance |a
PshA l(2030) 'ampicilline.

PETA2

(¥151-geg) 2

BspLU11 1{3789) BsaX I[1844)
Sap 1(3673)
Bst1107 1i3560)
BsaA 1(3541) i
Tth111 1{3534) h.Eiﬂgi'lngEéE]
BspM Icz'ssa:-

Bsm 1(2673)
Ava 1(2739)
Msc 1{2760)

Bpui0 l(2895)

Il Techniques de Biologie Moléculaire

II.1 Manipulation de '’ADN recombinant

Toutes les manipulations de 'ADN recombinant otdt k2alisées selon les méthodes
proposeées par Sambroekcoll (Sambroolet al, 1989).

[1.1.1 Extraction de 'ADN génomique d’Halobacterium salinarium
Pour extraire 'ADN chromosomique total HAlobacterium 200 pl de cellules en
phase stationnaire sont centrifugés a 10000 g pé¢r2danin. Les cellules sont lysées par choc

osmotique dans 200l d’eau. Aprés homogénéisation du lysat, I'ajout2®® ul de phénol

saturé (pH= 8) suivie d'une incubation a 65°C etné' centrifugation (10000 rpm, 5 min,
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Température ambiante) permettent la séparatioe émphase organique et la phase aqueuse.
La phase aqueuse est transférée dans un nouveaulf@#DN de la phase aqueuse est
précipité par I'addition de 400l d’acétone froid (100%) suivie d’'une incubatiomgant 10

min sur glace. Aprés une étape de centrifugati@@@ rpm, 5 min), de lavage a I'éthanol
70% et de séchage, 'ADN précipité est repris da@e pl d'eau. 1 a 5ul de 'ADN

chromosomique total sont utilisés pour les réastiamplification par PCR.

[1.1.2 Amplification par PCR

Les régions d’intérét ont été amplifiées dans utange réactionnel de volume total
de 100ul renfermant 5ug d’ADN génomique ddalobacterium salinarium(1 a 5ul) , 0,5
UM d’amorces de synthése « sens » et « anti-se2@34/M de chacun des 4 dNTP, et 10
Unités de laraq ADN polymérase (Amersham). Le mélange réactioonatenait aussi 2 %
DMSO. Le DMSO est utilisé comme un additif dansds des séquences riches en GC car il
diminue la température de dénaturation de la neatti&DN facilitant ainsi la dénaturation du
brin d’ADN. Le mélange est recouvert de I'huile p@mpécher I'évaporation. La réaction
effectuée sur un bloc thermique commence par wggeéale préchauffage de 5 min a 95°C.

Le cycle de la réaction dépendait de la températeresion des oligonucléotides :

e Si les oligonucléotides servant comme amorce dethéga présentaient des
températures de fusion basses (entre 68°C et 88WD)y avons utilisé un cycle de
PCR « normal » de 30 répétitions avec une étapddaturation :1 min a 95°C, une
étape d’hybridation d’l min et de température varide 55°C a 65°C selon la
température de fusion des oligonucléotides et tajgeéd’élongation : 2 min a 72°C.
Ce programme a été utilisé pour I'amplification demdes de détection en Northern
Blot et pour la RPA.

» Si les températures de fusion des oligonculéotsteg hautes (88°C jusqu’a 102°),
nous omettions I'étape d’hybridation et nous ubls uniquement la deuxieme étape
d’élongation (2 min a 72°C) qui servira a la foisup I'hybridation et pour
I'élongation. Ce programme a été utilisé pour pdification des génePANs A et
PANs B.
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Le tableau suivant résume les difféerents fragmd®®N amplifiés, leur taille, ainsi que les

séquences des oligonucléotides servant d’amorcelpsynthése.

Fragment d’ADN amplifié et Séquences des amorces de synthése
taille
Sonde PAN A (747 p.b) 5-GTCGCGTAGCCCCTCATT — 3'(Sens).

5-AAGATGATCGCGGGGTCT-3' (Anti-sens):

5-ACCCGAAGCCTCTTATGAA -3’ (sens)
Sonde PAN B (637 p.b)
5- CTTCGCCATCAGCGTCTT-3" (Anti-sens)

Sonde protéasome Sous-unité 5-CGGGCTGGTATCAAGTGGT-3' (Sens):
alpha
(524 p.b.) 5-TGTACTCCTGTTCGAGCACA-3’ (Anti-sens)
5'-GGAATTCCAT ATGACCGATACCGTCGAGGA-3’ (sens)
Expression PAN A 5-CGGGATCCCGC TACGCGAACGTCCGGGAGAC-3
(1218 p.b)) (Anti-sens)

5'-GGAATTCCAT ATGTCGCGTAGCCCCTCATTG-3' (sens
Expression PAN B

(1236 p.b) 5-CGGGATCCCGTTACTGAATGTAGCTCGGGT-3' (Anti-
sens)

Tableau 2 : Résumé des différentes réactions d’anifitation de fragments d'intérét utilisé
au cours de notre étude.

[1.1.3 Précipitation de 'ADN

Pour la précipitation d’'un échantillon d’ADN (volenV), 1/10 V de sodium acétate
(3M pH = 4,8) et 3V d’éthanol 95% sont ajoutésleemélange est incubé 10 a 30 min a —
20°C ou a température ambiante. Apres une cenatifug de 10 min a 4°C, le précipité est
lavé a I'éthanol 70% et séché a température anmeidm culot est ensuite repris dans le

volume V d’eau.

[1.1.4 Séparation et purification des fragments d’ADN
L’électrophorése sur gel d’agarose permet, suil@am€ticulation du gel, de séparer
des fragments d’ADN de taille comprise entre 0,3@®Kpb. La suspension d’agarose a 0,8%

ou 1% (p/v) dans le tampon TAE est homogénéisda partant a ébullition puis coulée dans
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un appareil d’électrophorese a gel horizontal. e gélifié, le gel est immergé dans le
tampon TAE. L’échantillon de volume V, contenar@@a 0,5ug d’ADN et V/6 du tampon

de dépbt est déposé dans une piste du gel ; Féfdutrése est conduite sous intensité de 100
mA. Lorsque le bleu de bromophénol atteint le 344gdl, I'électrophorése est arrétée, le gel
est immergé dans une solution renfermapginml de bromure d’éhidium (BET) puis rincé a
'eau avant I'examen de I’ADN sous les UV.

Les bandes d’ADN sont découpées et 'ADN est pairgar solubilisation de I'agarose et
purification de 'ADN sur des colonnes spécifigueson les recommandations du kit de

Qiagen (Qiaquick Gel Extraction Kit)

Tampon TAE (10X)

Composants Concentration

Tris-base 400 mM

Acétate de sodium 50 mM

Na,EDTA 10 mM
Acide Acétique g.S.p. pH 7,9

Tampon de dépot (6X)
Composants Concentration
Ficoll 15%
Bleu de Bromophénol 0,25%

[1.1.5 Transformation

La transformation des souches compétent&s doli s’est faite principalement par
transformation chimique. 10Ql de souches compétentes (DH5ToplOF ou BL21) sont
décongelées lentement sur glace. La suspensiogrigacte est incubée avec U0 de la
réaction de ligation renfermant (50 @ugd du plasmide ligaturgendant 5 a 10 min sur glace.
Les cellules sont ensuite soumises a un choc thheempendant 30 s par transfert dans un
bain-marie a 42°C. Apres incubation sur glace peh@amin, les cellules sont reprises dans
250 pl du milieu SOC et incubées a 37°C pendant uneshaec agitation.
Les cellules sont ensuite ensemencées sur dess aétepétri LB agar qui contiennent

I'antibiotique approprié nécessaire pour la séectes transformants.
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Milieu LB (Luria Broth)

Milieu Solide Milieu Liquide
Composants Quantité (Pour 1 litre)
Bacto-tryptone 10g 10 g
Extrait de levure 59 5¢
NacCl 549 59
Bacto-agar 15¢g -
Milieu SOC
Composants Quantité (pour 1 litre)
Bacto-tryptone 204¢
Bacto-yeast extract 549
NacCl 0,5¢9
Glucose 20 mM

Q.S.P a 950 ml et Ajouter 10 ml d’une solution d&l R50 mM
Ajuster le pH a 7 avec 0,2 ml de NaOH 5 N
Autoclaver a 120 °C sous une pression de 1,2 haent20 min

Ajouter 5 ml d’'une solution de 2M Mg¢&l

Antibiotique de sélection

Composants Concentration

Solution stock a 50 mg/ml gardés a —20°Q et

Ampicilline utilisée a 5Qug/ml

[1.1.6 Préparation de I’ADN plasmidique

A petite échelle, '’ADN plasmidique des différemi®nes testés est préparé selon la
meéthode de lyse alcaline sur 1 ml de culturg. doli recombinantes selon les protocoles
fournies par Qiagen (QiaPrep Spin Miniprep Kit).

Pour des maxi-préparations d’ADN, 250 ml de cultdfe. coli recombinantes sont traités
selon le protocole et avec les produits et colortheKit Qiagen (QiaPrep Spin Maxiprep
Kit).
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1I.2 Manipulation de 'ARN

[1.2.1 Extraction de 'ARNm d’ Halobacterium salinarium

Les ARN messagerd’Halobacterium salinariumont été extraits selon la méthode
suivante: 1 ml de cellules aliqguotées de diffe@enphases de la croissance, ou des
expériences de stress ont été repris dansub@ tampon de lyse et d’extraction d’ARN :
RNAwiz (proposé par Ambion). Les cellules ont éignbhomogénéisées par une seringue et
incubées pendant 5 min en présence du RNAwiz. @adfge d’incubation est indispensable
pour dissocier les acides nucléiques des nuclégipest. 10Qul de chloroforme est ajouté au
lysat, le lysat est bien mélangé et incubé 10 mierapérature ambiante. Une étape de
centrifugation (10000 g pendant 15 min a 4°C) péremsuite la séparation du lysat en trois
phases : phase aqueuse renfermant I'ARN, phasaiqugarenfermant les protéines et les
lipides et l'interface renfermant ’ADN génomiquea phase aqueuse renfermant 'ARN est
ensuite récupérée avec précaution de ne pas tolachbase organique. 250 d'H20 et 500
ul d’isopropanol sont ensuite ajoutés au surnagpaat précipiter les ARNm. Aprés une
incubation de 10 min a température ambiante ecangifugation de 10 min a 4°C, une étape
de lavage a I'éthanol 70% suivie d’une centrifugatie 5 min & 4°C permet la récupération
des ARNm sous forme précipitée. Les précipitatsRRin sont ensuite séchés a température
ambiante et resuspendus dans de I'H20 traite®BRBC selon le volume approprié ( en
général entre 10l et 20ul). Le tampon de dépét (Ambion) contenant de fodéhlde a été

ajouté ensuite permettant ainsi le dép6t des éitloastsur un gel d’agarose/ formaldéhyde.

[1.2.2 Northern Blot

Les échantillons d’ARNm dHalobacterium salinariumsont resuspendus dans le
tampon de dépét et sont chauffés a 65°C pendantidpermettant ainsi la dénaturation des
structures secondaires de 'ARN.
lls sont ensuite déposés sur un gel agarose / fdémgde préparé dans du 1 x MOPS avec
les compositions suivantes : 1% (p/v) agarose, 1&/®&9 formaldéhyde : 1 g d’agarose est
repris dans 73 ml du tampon 1 x MOPS et le mélasgensuite porté a ébullition pour une
homogénéisation. Aprés refroidissement du gel j@s§6°C, 17 ml de formaldéhyde sont
ensuite ajoutés et le gel est coulé dans un apmbiectrophorése a gel horizontal. Une fois

polymérisé, le gel est immergé dans le tampon 1xPEMOLa migration se fait dans un
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appareil d’électrophorese a 80 V pendant deuxdseetr est arrétée lorsque le niveau du bleu
de bromophénol atteint le 3/4 du gel. Le dépbt édsantillons et la présence des ARN
ribosomiques 23S et 16 S sont vérifiés par uneratdm du gel au bromure d’éthidium ou
par I'ajout d’'une solution de BET a une concentratfinale de 1Qug/ml directement aux
échantillons.

Tampon MOPS (10X)

Composants Concentration
MOPS ou[N-Morpholino]- 200 mM pH=7
propane-sulphonic acid
Acétate de sodium 50 mM
Na,EDTA 10 mM

Pour détecter la présence spécifique des ARN messsdg gel est transféré sur une
membrane hybond-N+ (Amersham). Le transfert septitcapillarité dans du tampon 20 x
SSC sur la nuit. Une fois le transfert terminémi@ambrane est rincé rapidement dans du 1x
MOPS et les ARNm sont fxés sur la membrane d’ugerfacovalente par un cross-link aux
rayons UV (Stratalinker, Amersham). La membranegestiée a température ambiante, et la
présence de TARNm est détectée par une sondA&Nim spécifique au géne d’intérét.

Nous avons choisi cette stratégie apres avoisétpiusieurs techniques (sondes ADN froides

et chaudes) qui n’ont pas abouti.

Tampon SSC (20X)

Composants Concentration

NaCl 3M
Nascitrate 0,3M

Tampon SSPE (20X)

Composants  Concentration

NaCl 3,6 M
Sodium Phosphate 0,2M
EDTA 0,02 M
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11.2.3 Construction des sondes et marquage des sondes’&i radioactif

Pour détecter la présence spécifique des genesAPANPAN B et la sous-unité alpha
du protéasome, des sondes spécifiques de ces gané® construites par une amplification
de régions intragéniques par réaction de PCR conmd&ués dans le paragraphe
Amplification des genes par PCR.

La présence des fragments d’ADN correspondant taille attendue est détectée par une
analyse par gel d'agarose, le produit PCR est tnslainé dans le vecteur pCRII-TOPO selon
les indications d’Invitrogen. Le vecteur pCRII-TOR@sséde deux promoteurs SP6 et T7
permettant une transcription bi-directionnelle (Fe10).

Les produits de la réaction TA-TOPO sont ensuitésés pour transformer les cellules TOP
10F. Les transformants sont sélectionnés sur détesbale pétri contenant 50QM
d’ampicilline. L'ADN plasmidique est ensuite puéfet la présence du fragment d’intérét est
vérifiée par une hydrolyse de ’ADN par I'enzyme mstriction EcoRI. Le plasmide portant
notre fragment d’intérét est envoyé a sequencer ypanfier a la fois la présence du fragment
et détecter son orientation afin de déterminehlgxdu promoteur. L’enzyme de restriction
est choisi afin de permettre une linéarisation alsdnde du c6té 5 du gene permettant la
transcription de I'ARN anti-messager. Les sondest dméarisées par les enzymes de
restriction convenables, la linéarisation est weifsur gel d’agarose, et les sondes sont
purifées a partir des gels d’agarose comme indiqu@siravant et traitées a la protéinase K

suivi d'une précipitation au phénol-chloroforme.
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Figure 10: Clonage des sondes dirigées contre PAN RAN B et la sous-unité alpha du
protéasome dans le vecteur de transcription pCR ITFOPO.

En haut :Séquence nucléotidique du vecteur pCRII-TOPO qudwer le site de clonage de
la sonde. La figure montre les deux promoteurseg& (encadrés en rouge) qui permettent la
transcriptionin vitro des sondes. Les débuts de transcription de 'ARNdlymérase et de la
Sp6 ARN polymérase sont indiqués par une fleche.

En bas : Des régions spécifiques des génes PAMARD) , PAN B (637 p.b) et la sous-
unité alpha du protéasome (524 p.b) ont été aréplgar PCR et ont été clonés dans le vecteur
pCRII-TOPO permettant leur transcriptiomvitro pour générer des sondes ARN anti-sens.

La figure montre la vérification des plasmides (dayestion a I'enzyme de restriction EcoRI)
sur un gel d’'agarose 1%. Les plasmides ont étéigmié partir des clones ToplOF transformées
par la réaction de ligation des sondes dans leue&CRII-TOPO
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[1.2.4 Transcription des sondesn vitro et marquage au 32 P radioactif

Pour marquer radioactivement les sonde¥ & nous avons procédé & la transcription
in vitro des sondes pour produire des sondes ARN anti-sensriboprobes.
Pour transcriren vitro les sondes, nous avons utilisé le kit MAXIscrigimbion). 1ug de
sonde linéarisée et purifiée sur gel d'agaroseinestbée pendant 15 min a 37°C dans un
meélange réactionnel contenant 10 mM de chacun deiN#P, et de 'UTP marqué
radioactivement atf P & une concentration finale de 3.128 soit 5pl d’'une concentration
de 10 mCi/ml en présence de 'ARN polymérase (307UARN polymérase ou 20 U SP6
ARN polymérase). Aprés élimintation de I’ADN pareudigestion a la DNase a 37°C pendant

10 min, la sonde anti-ARNm est préte pour I'utilisa.

[1.2.5 Hybridation et détection par autoradiographie

Les membranes sont incubées pendant 30 min dangni@on d’hybridation
Ultrahyb (Ambion). La sonde est ensuite ajoutés@ concentration qui ne dépasse pas les
10 ng/ml. L’hybridation se fait a 68 °C pendantlait sur une roue tournante. Les lavages
successifs se font selon les recommandations d’émbies membranes sont tout d’abord
lavées 2 x 5 min dans une solution contenant 2XES®RL.% SDS a 68°C, et ensuite 2 x 15
min dans une solution contenant 0,1X SSPE 0,1% @DG&8°C. Le deuxiéeme lavage
supplémentaire de 15 min se fait uniquement spleas est trés fort. La détection du signal se

fait par autoradiographie.

11.3 Ribonuclease Protection Assay

La RPA est une méthode extrémement sensitive lpodétection et la quantification
d’'un ARN spécifigue dans un mélange complexe d’AR&lprincipe se base sur I'utilisation
d’'une sonde RNA marquée radioactivement synthétis&éro. La sonde complémentaire a
une région spécifique de 'ARN va donc s’hybrideéafiguement a cette région dans un
mélange d’ARN et I'hybride ARN/sonde serait protétg I'attaque des ribonucléases. Les
résultats de la réaction de digestion par les ribldrases sont ensuite analysés sur un gel de

polyacrylamide détecté par autoradiographie.
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[1.3.1 Extraction de TARNmM d’intérét
L’échantillon d’ARN a été préparé comme indiquédessus. Pour les expériences de
RPA, 'ADN résiduel éventuellement présent dansdebantillons a été éliminé par le kit

DNA-free de chez Ambion selon les instructions aloricant.

[1.3.2 Construction, clonage de la sonde d’intérét et trascription in vitro

La sonde de 594 p.b. couvrant le début de 'ORF FANt la fin de I'ORF de
I'oligoendopeptidase a été amplifiee par une réaatie PCR en utilisant les oligonucléotides
suivants : 5 GCATCCCGCATTTCTACTACAA 3'; 5 CGTTTCAGCGTCTCTCGTTCT
3’ et en utilisant TADN génomique total’Halobacterium salinairuncomme matrice. Une
fois amplifiee, la présence de la sonde a étéigérgur un gel d’agarose, et la sonde a été
ensuite clonée dans le vecteur pCRII-TOPO perntettae transcription bi-dimensionnelle.
La sonde a été ensuite envoyée a séquencer pafieni@rientation de la sonde permettant
la transcription de 'ARN anti-sens (Figure 11).d@nde a été ensuite transchitevitro par le
Kit « Maxiscript » selon les instructions du fatamt en utilisant 'UTP?P comme élément
radioactif. La sonde a été ensuite purifiée paibtiépr un gel de 6% polyacrylamide — 7 M
urée. La migration se fait dans du 1X TBE pendam¢dre a 100 V, la bande correspondant a
la sonde complete est découpée, et éluée par aunlkaition avec 3501 de tampon d’élution
(0,5 M ammonium acétate, 1 mM EDTA, 0,2% SDS) pen@a a 37°C.
Avant de passer a la réaction d’hybridation, ladsomst précipitée par I'addition de 3
volumes d’éthanol 100 % suivie d’'une incubationgzert 15 min & — 20 °C sur la nuit et une
centrifugation pendant 15 min a 10, 000 rpm. Ladsoast reprise dans de I'eau traitée au

DEPC.
B) <+ Vecteur topos PCR2.1
44— sonde RPA

Figure 11 : Construction de la sonde pour la protg@n a la ribonucléase et clonage dans le
vecteur PCRII-TOPO.

A) Vérification de la sonde de 594 p.b amplifiée p@RPsur un gel d’agarose 0,8%.

B) Vérification des clones transformés avec le prodaitigation de la sonde dans le
vecteur PCRII-TOPO . L’ADN plasmidique purifié delnes transformés est digéré
avec I'enzyme EcoRlI pour libérer la sonde.

A)

600
500
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[1.3.3 Hybridation de I'ARN contre la sonde et digestion da ribonucléase

Les étapes suivantes ont été effectuées en utilsdit RPA poursuivie de chez Ambion
en suivant les instructions du fabricant.
150-600 pg de la sonde marquée radioactivemerftPaant été mélangés a Qu§ d’ARNm
extraits dHalobacterium Deux échantillons ont été inclus comme contr@gatif : la sonde
sans échantillon d’ARN, la sonde mélangée au@aI’ARN de levure comme échantillon
d’ARN non spécifique. La sonde et les ARNm ont éteprécipités en ajoutant 1/10 V
d’ammonium acétate (3M pH =4,8) et 2,5V d'éthati@)%. Le mélange est incubé 15 min a
—20°C. Aprés centrifugation de I'échantillon (100@0n, 10 min, + 4°C), le précipitat est
repris dans 1@l du tampon d’hybridation (Ambion) du kit RPA. Léaction commence par
une étape de dénaturation de 3-4 min a 95°C ébditigtion se fait par une incubation sur la
nuit a 42°C. Cette réaction permet I'hybridatioré@fique de la sonde a la région d’ARN
d’intérét formant ainsi un ARN double-brin qui sqreotégé de l'attaque subséquente des
RNases. La réaction d’hybridation est arrétée parhréeve centrifugation et d’'une incubation
des échantillons sur glace. Le mélange est endigiggé a la RNase par I'addition de 150
de la RNase (mélange RNase A/ RNaseTl) diluée 1A dans le tampon de digestion
(Ambion : kit RPA). La réaction de digestion estubée a 37 °C pendant 30 min. La réaction
est arrétée par l'addition de 2286 de tampon d’Inactivation (Ambion : kit RPA) quiav
inactiver la réaction en précipitant les échanglo Le mélange est ensuite homogénéise.
Apres incubation pendant 15 min a — 20°C et un¢rifegation (10000 rpm,15 min, 4°C), les
produits de la RPA sont repris dans le tampon gétdde formaldéhyde (Ambion : kit RPA).
lls sont dénaturés 3 min & 95°C et analysés paitdir un gel de 6% polyacrylamide — 7 M
urée. La migration se fait pendant 4 heures a 26t80dans du 1X TBE. Le gel est transféré
sur papier Whatmann 3 MM, séché sous vide a 80 tQdaedétection se fait par

autoradiographie a —70°C.

Tampon TBE (10X)

Composants Concentration

Tris-Base 0,9M
Acide borique 0,9 M

EDTA 05M
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Gel 6% Acrylamide — 7M urée

Composants Quantité pour 50 ml

40 % Acrylamide/bis 6,3 ml
Acrylamide 19 :1
Urée 24 g

TBE 10 X 5ml
Ammonium Persulfate 400l

(10% : plv)

TEMED 53,3ul

1.4 Extension d’amorce ou Primer extension

L’extension d’amorce ou primer extension est urehrieque simple et facile pour
cartographier et déterminer le début de la trapg8or dans la région 5’ de 'ARNm.
La technique utilise un oligonucléotide marqué emplémentaire a la région d’ARN
d’intérét servant comme amorce pour la réversestrgrtase qui va amplifier la région 5’ de
'ARNmM. La technique comprend une étape d’extractibARNmM totaux dHalobacterium
une étape de marquage des oligonucléotides utipsés la primer extension, une étape
d’hybridation des oligonucléotides et de réactitextbnsion d’amorce, une derniére étape de
vérification des produits d’extension d’amorces gealrde polyacrylamide.

Pour I'extraction des ARNm totaux, nous avons utilisé la méme procédure décrite
dans le paragraphe ci-dessus. Les ARNm ont semc de matrice pour des réactions
d’extension d’amorce.

Pour le marquage des oligonucléotide5 ug d'oligonucléotide sont resuspendus dams 1
du tampon PNK, ils sont phosphorylés dans un mélaggctionnel de 1Ql renfermant 1
Unité de la T4 PNK et 1-@l d’une solutiony ** P ATP ( 10uCi ; 3000 Ci/mole, 3,3 pmoles)
par une incubation de 40 min a 37°C. La réactisinaerétée par I'addition de {dl d’'une
solution d’EDTA (250 mM, pH = 8) suivie d'un chaaffe a 65°C pendant 5 min. Les
nucléotides non incorporés sont éliminés par pittipn & I'éthanol en présence du « tRNA
carrier ».

Pour la réaction d’hybridation et d’extension, 1ul de I'oligonucléotide marqué et 10-2@
d’ARN sont co-précipités en ajoutant 1/10 volumesddium acétate et 3 volumes d’éthanol
95%. Une étape d’incubation & —20°C et de centifog (10000 g pendant 10 min) permet

la récupération du co-précipité. Le co-précipité repris dans 1@l du tampon KTE. Le
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mélange réactionnel est chauffé 5 min a 65°C ebidéflentement jusqu’a 37°C. La réaction
d’hybridation se fait pendant 1 heure a 37°C.

La réaction d’extension se fait par une additionl@qu du tampon MNM et 5 Unités du
RNA guard, ainsi que 5 unités de la réverse trgmsse. La réaction est incubée 15 min a
37°C.Les produits de la réaction d’extension sgétipités en ajoutant @ d’EDTA (0,5M,
PH=8), 78ul d’eau distillée et 1Qul de sodium acétate, et 2h0d’éthanol 95%. Apreés une
étape d’incubation et de centrifugation, les prtldiextension sont repris dans J5d’eau

et 2,5ul du tampon de dépoét contenant de formamide (Ambibes échantillons sont
dénaturés et séparés sur un gel de séquencagelgdérplamide et 7 M urée. La migration
se fait a 40 mA pendant 3-4 heures et le gel asstéré sur papier Whatman 3 MM, séché
sous vide a 80 °C et les produits d’extension sév#lés par autoradiographie.

La réaction de séquencage sur la région 5’UTR deN PA amplifié en utilisant
I'oligonculéotide servant a la réaction d’extensidamorce a été réalisée selon la méthode de

Sanger en utilisant le T7 sequencing kit (Amershsehgn les recommandations du fabricant.

Tampon TNK (10x)

Composants Concentration
Tris-HCI (pH= 7,6) 500 mM

MgCl, 100 mM
DTT (dithiothreitol) 50 mM
Spermidine 1 mM
Tampon MNM mix
Composants Concentration
MgCl, 10 mM
dATP, dGTP, dCTP et dTTP 1mM
B-mercaptoéthanol 10 mM
Tampon KTE
Composants Concentration
KCI 80 mM
Tris-HCI (pH = 8,5) 20 mM
EDTA 0,5 mM
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Il Technigues de Biochimie et de Biologie cellulaire

[11.1 Culture et Expériences de stress

Halobacterium salinariumet H. marsimortuj en tant qu’organisme aérobie
chémoorganotrophe, sont cultivés dans les miligches contenant de fortes concentrations
en sel. La croissance s’effectue a 37°C dans umbateur avec oxygénation par agitation
meécanique a 200 tr/min. La croissance cellulaitaressurée par le suivi de la densité optique
a une absorbance de 620 nm. Les cellules sontedilag cinquieme une fois que la densité
optique atteigne 1,2 unités de densité optique.

Pour les expériences de choc thermique, des celeriepleine phase exponentielle (O.D =
0,6) sont transférées dans un bain-marie a 60%6ratincubées pendant 60 min. Au cours du
temps, 1 ml de cellules sont récupérées par cegation a 10000 g pendant 5 min. les
cellules sont congelées a 'azote liquide et gaz@dée 70°C.

Pour les expériences de stress salin, les cekulgshase exponentielle sont diluées de 4,2 M
NaCl (25% NaCl) a 1,7 M NaCl (10%NaCl) en ajoutaBV le volume d’'un milieu de
culture a une concentration de 0 M NacCl.

Pour les expériences d’adaptation aux concentiatonsel, les cellules en phase stationnaire
sont centrifugées a 4000 rpm pendant 4 min et geprdirectement dans des milieux de
culture contenant la concentration en sel apprepti€é suivi de la croissance s’est fait par
une mesure de la densité optique. Les échantibohgté prélevés en phase exponentielle et
en phase stationnaire correspondant a plusieuwrsoatis.

Pour les expériences d’inhibition du protéasomelpditisation de la drogue NLVS, deux
méthodes ont été utilisées : des cellules en ptasennaire ont été diluées directement dans
un milieu de culture contenant 15 ou@ en NLVS comme concentration finale.

La deuxieme méthode consiste a rajouter la drogies&ellules en phase exponentielle et a

collecter les échantillons sur les trois heuressgurent I'addition de la drogue.

67



tel-00011475, version 1 - 27 Jan 2006

Matériels et Méthodes

Milieu Halobacterium salinarium(Hackett and Dassarma, 1989)

Composants Quantité pour 1 litre

NaCl 250 ¢
Extrait de levure 34g
Tryptone 549

MgSO4,7 Hgo 20 g
KCI 39
Trisodium Citrate. 2H,0 39

Apres Autoclave (120 °C, 20 min, 1,2 Bar), AjudeepH a 7,5

par une solution de NaOH 3N.

Milieu Haloarcula marismortui(Mevarech et al, 1976)

Composants Quantité pour 1 litre
NaCl 208 g
Extrait de levure 204¢

Compléter jusqu’a 898 ml d’eau
Aprés Autoclave (120 °C, 20 min, 1,2 Bar), Ajouter

MgSO,,7 H,0 (466 g/l) 100 ml
CacCl, (50 g/l) 1ml
MnCl, (125 g/l) 1ml

[11.2 Immunodétection

.2.1 Purification des anticorps sur colonne d’affinité

Les anticorps polyclonaux dirigés contre les prasiPAN A, les protéines PAN B
ainsi que le protéasome ont été recus sous forrsérden de lapin (Eurogentec).
Les anticorps ont été utilisés directement souniéotie sérum a une dilution de 1/10000 pour
les réactions d’immunodétection ou purifiés sur detonnes de sépharose portant des
groupes -NHS activés (Hi-Trap NHS-activated 1 mlAmersham) qui permettent
I'attachement covalent des peptides immunogénes.
Pour la purification des anticorps sur la colonmdrbp NHS-activated :

1 ml de peptide immunogene (Recu d’Eurogentec spesision a une concentration
de 1 mg/ml) est dialysé contre 500 ml de tampooadgplage (0,1 M NaHCOS3 et 0,5 M NaCl

pH =8,3) pendant la nuit a +4°C. 1 ml du peptidieessuite déposé sur la colonne prélavée
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avec le tampon de couplage. Les sites non occugpéds peptide sont ensuite saturés par des
lavages successifs avec 6* 1ml du tampon basig&(Ethanolamine, 0,5M NaCl pH= 8,3)
et 6 * 1 ml du tampon acide (0,1M tampon Acétate,8M NaCl pH=4).

La colonne est ensuite lavée avec du TBS (Tris-bCinM pH = 7,5 et 150 mM NaCl) quii
est le tampon de la réaction peptide- anticorps.

5 ml du sérum sont dialysés sur la nuit contre B$ & +4°C, et sont ensuite déposés sur la
colonne. La réaction peptide - anticorps est ineytendant 1 heure a 37°C. La colonne est
ensuite lavée plusieurs fois avec 3* 10 ml de TBBaaticorps est ensuite élué de la colonne
par 1 ml de 100 mM glycine pH=2,5 dans un tube et une solution tampon de 1M tris
base. L’anticorps ainsi purifi€é est concentré awdes colonnes de concentrations
commercialisées par millipore (Centricons : M.W -©fft: 10,000) et utilisé a une dilution
1/2000 dans du tampon TBS-tween.

1.2.2 Préparation des extraits protéiques et déterminatin de la

concentration protéique

Les cellules issues des différentes expériencesig€ance, Choc thermique, Choc
salin) sont resuspendues dans le tampon de lysecdlkiles sont cassées et lysat est ensuite
homogénéisé par plusieurs passages a travers tnguse centrifugé a 10000 g pendant 5
min pour éliminer les débris cellulaires.
La concentration en protéines de nos échantill@ismesurée par la méthode de Bradford
(Bradford, 1976). Le bleu de Coomassie G250, sadosme anionique, se fixe aux
groupements cationiques des protéines par interecélectrostatiques.
Une gamme étalon de BSA comprise entrep@iiml et 0,5 mg/ml sert de référence pour
'estimation de la concentration. Les échantillpnstéiques a doser et la gamme sont utilisés
comme suit: dans chaque puits sont déposésplafleau UHP, 10ul de gamme ou
d’échantillon (plusieurs dilutions sont testées)46tul de réactif Biorad Protein Assay
contenant le bleu de Coomassie. Apres homogéransatia Densité Optique (DO) est
mesurée a 595 nm contre un témoin ne contenande@sotéines, a I'aide d'un lecteur de
plagues ELISA de 96 puits. La concentration de édsantillons est déduite a I'aide de la
courbe étalon réalisée a partir de la gamme BS#&ngirenant en considération les dilutions

réalisées.
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Une fois la concentration protéique déterminée éigdsantillons dans le tampon de dépot et
sont chauffés 5 min a 100 °C et centrifugés quelgsecondes, et analysés sur un gel
dénaturant SDS.

Tampon de lyse

Composants Concentration
Tris-HCI (pH=7,6) 100 mM
Triton X-100 0,1 %
Complete (protease 0,04 %
inhibitors) Amersham

Tampon de dépot(2x)

Composants Concentration
Tris-HCI (pH= 6,8) 100 mM
SDS 4%
Glyceérol 20 %
Bleu de Bromophénol 0,2 %
Ajouter extemporanément DTT (dithiothreitgl)
200 mM
1.2.3 Séparation des protéines par électrophorése sur getle

polyacrylamide

Les protéines sont séparées en fonction de legsena@pparente par migration sur un
gel de polyacrylamide en présence de SDS (Sodiudé®b Sulfate) sous I'effet d’'un champ
électrigue. Le gel de polyacrylamide est couléeedtrux plaques de verre (Taille mini 10 cm
X 8 cm) montées dans un systeme Amersham. Il sgpasende deux gels: le gel de
concentration et le gel de séparation proprementléi gel de concentration permet de
concentrer toutes les protéines d’'un méme puiugerseule ligne afin qu’elles pénétrent le
gel de séparation sur un méme front et débutemtdéparation en méme temps. Le gel de
séparation utilisé dans nos études est de 12% getllale concentration est de 5%. La

composition des gels de séparation et de concemtrast donnée dans les tableaux suivants.
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Solutions pour préparation de gel

Gel de séparation 12% (par gel) Gel de concentration 5 %
30% Acrylamide 2 ml 30% Acrylamide | 400l
Tris 1,5M pH = 8,8 1,25 ml Tris 0,5M pH = 6,8 625l
H20 2 ml H20 1,45 ml
SDS 10% 0,04 ml SDS 10% 0,04 mi
Persulfate 0,05 ml Persulfate 8oul
d’ammonium d’ammonium (10%)
(10%)
TEMED 0,01 ml TEMED 8 ul

Tampon de Migration (5x)

Composants Quantité pour 1 litre

Tris Base 151¢
Glycine 94 ¢
SDS (10 %: p/v) 50 ml

Les échantillons sont déposés au fond des puitsveau de I'anode et vont migrer
vers la cathode grace a la charge négative que denfere le SDS. Afin de faciliter
I'identification des protéines recherchées, un mauy de poids moléculaire est également
déposé sur le gel. La migration s’effectue soustansion constante de 100 Volts dans le gel
de concentration puis 150 Volts dans le gel de reéipa. Aprés avoir passé le gel de
concentration, les protéines se séparent en fonddeur masse apparente. La migration est
arrétée lorsque le front de migration représentdeplleu de bromophénol atteint le bas du
gel. Le gel est ensuite démoulé et les protéinesgre étre visualisées globalement par
coloration au bleu de Coomassie ou étre transféd@eane membrane pour une analyse par
Western Blot.

.2.4 Coloration des gels au bleu de Coomassie

Les protéines présentes sur le gel peuvent élées a l'aide d’'une solution de
coloration contenant du bleu de Coomassie R25G% ,de Bleu de Coomassie, 46% H20 ,
45% Ethanol pur, 9% acide acétique) par incubadmielui-ci pendant 15 min sous agitation
constante puis par décoloration (7,5% d’acide quétplacial, 5% d’éthanol, 87,5% H20) par
changement régulier de bain.
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.2.5 Technique de Western Blot
Cette technique permet d’identifier les protéimes immunomarquage spécifique
apres électrophorese sur gel de polyacrylamidewesfiert des protéines sur une membrane de

type nitrocellulose ou PVDF (Immobilon) par exemple

[11.2.5.1 Electrotransfert des protéines sur membrane

Les protéines ayant migré sur le gel de polyaonida sont transférées sous
impulsion d’un courant électriqgue sur une memlgrale PVDF dans le cas général. Le gel
situé du coté de I'anode est déposé en sandwich das papiers Whatman découpées a la
taille du gel et imbibées par la solution de trartsiLa membrane recouvre le gel et est située
du coté de la cathode. Le transfert des protéiaefsis dans un appareil a transfert liquide
(Amersham) a 100V, 500 mA pendant 2h.

Tampon de Transfert

Composants Quantité pour 1 litre
1 M Tris-HCI pH= 8,3 25 ml
Méthanol (100 %) 200 ml
Glycine 11259

[11.2.5.2 Coloration de la membrane de PVDF

La qualité de transfert peut étre contrélée pdoration de la membrane au bleu de
Coomassie R250. Il s’agit d’'une coloration irrévielss de la membrane. A cet effet, la
membrane est immergée 1 min dans du méthanol 1008t dans de I'eau, 1 min dans une
solution de coloration contenant 0,1% Bleu de Brph@mol, 40% méthanol, 1% acide
acétigue et 1 min dans 50% méthanol , bien lavée de I'eau distillée, puis laisser sécher a

température ambiante.

111.2.5.3 Immunodétection des protéines sur la membrane

Toutes les étapes sont effectuées a températibam@ien Dans un premier temps, les

sites aspécifiqgues de la membrane non occupésepaprbtéines transférées sont saturés
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pendant 1 heure et sous agitation permanente gasalation a 5 % de lait écrémé dilué dans
du TBS-Tween.

La membrane est ensuite placée pendant une hetogiteua nuit sous agitation constante en
présence de l'anticorps primaire, spécifique deriaéine a détecter, diluée dans du TBS-
tween. Cette incubation est suivie d'un lavage @enin avec du TBS-tween.

La membrane est ensuite incubée sous agitationtazdaspendant 1 heure en présence de
I'anticorps secondaire spécifique au lapin et céuplune enzyme (HRP, la péroxydase
Raifort) et dilué dans du TBS-tween. Cette incuragst suivie d'un lavage de 10 min dans
du TBS-Tween.

La révélation des protéines se fait par l'incubatie la membrane en présence d’une solution
commerciale ECL (Enhanced Chemiluminescence — Ameny pendant 1 minute. Le
peracide contenu dans cette solution va oxydezye® portée par I'anticorps secondaire
(HRP) qui, pour revenir a son état initial, va ogye son tour le luminol présent dans la
solution. Le luminol qui se trouve alors dans uat énergétique élevé revient a un état stable
en émettant de la lumiere détectée sur un filmogrdphique. Les bandes lumineuses

correspondent aux protéines ciblées.

Tampon TBS-Tween

Composants Concentration

Tris-HCI (pH= 7,6) 20 mM
NaCl 500 mM
Tween 20 0,05 %

111.3 Immunoprécipitation

L’'immunoprécipitation est une technique hautemepécgique et efficace pour la
séparation analytigue des antigénes d'un lysatule#® brut. Nous avons utilisé deux
méthodes pour I'immunoprécipitation des PANs dansellule.

Pour immunoprécipiter les deux isoformes de chd@@bl, nous avons utilisé le protocole
suivant :

Pour la préparation du lysat cellulaire, 1g de p@&éulaire est repris dans 10 ml du tampon
d'immunoprécipitation suivant : 0,5 M KCI, 50 mMi$+HCI pH = 7,5 et 1 % triton et des
inhibiteurs de protéase Complete (0,04%). Le lgsathomogénéise par passages a plusieurs

reprises dans une seringue.
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Une étape de centrifugation a 10000g pendant 10estiensuite effectuée pour éliminer les
débris cellulaires. La réaction dimmunoprécipitati est ensuite effectuée avec 1 ml
d’extraits cellulaires pendant 1 heure a tempéeatmbiante en ajoutant 1 qug d’anticorps
PAN A ou l'anticorps PAN B. La réaction est ensuibeubée avec 10Ql de billes de
protéine A-sépharose (Amersham) prélavées avearlpdn d'immunoprécipitation pendant 1
heure a température ambiante. Deux échantillongr@enont été inclus : le premier ou les
billes sont incubées uniquement avec les extraitte deuxieme ou les billes sont incubées
avec un anticorps non spécifique (Anti-TET, antitia déshydrogénase).

La protéine A de Staphylococcus aureusva interagir spécifiguement avec les
immunoglobulines de I'anticorps permettant ainsiofation du complexe anticorps-antigéne
du reste du lysat cellulaire par une simple ceargefion a 5000 g pendant 1 min qui va
répartir le complexe antigene - anticorps lié aulled dans le culot et le reste du lysat
cellulaire dans le surnageant. Le culot subit @asplusieurs lavages par le tampon
d'immunoprécipitation pour I'élimination des pratés fixées non spécifiquement sur les
billes.

Apres élimination du surnageant, le culot est dasamalysé par SDS-PAGE ou par un gel
bidimensionnel. Pour le SDS PAGE, les billes oattétit de suite reprises dans le tampon de
dépbt et les complexes anticorps-antigene sonfterdtérés par chauffage de I'échantillon a
95°C pendant 5 min.

Pour le gel bidimensionnel, les culots respeciifist sepris directement dans le tampon de
réhydratation (8 M urée, 4 % CHAPS, 60 mM DTT, 0,&ftpholytes porteurs et une trace du
bleu de bromophénol) et la technique de gel bidsiemel est appliquée comme indiquée ci-

dessous.

Pour détecter la co-immunoprécipitation des deuN®Mmous avons modifié les conditions
d'immunoprécipitation comme suit :
= |a concentration en sel dans le tampon d’immunapitdton. Ainsi, la réaction
d'immunoprécipitation est réalisée dans plusieunscentrations en sel (0,5M KCl,
ou 1 M KCI, ou 1,5M KCL, ou 2,5 M KCI) et 50 mM $AHCI pH = 7,5 et 0,1%
TritonX-100.
= Afin de pouvoir détecter la présence des PANs mpanunoblot, nous avons utilisé le
Rabbit TrueBlot Kit (eBioscience) qui permet la etion des antigenes dont la
détection est affectée par la présence des immaoinolijhies lourdes. Le kit utilise des
billes précouplées a des anticorps lapin permettanéconnaissance spécifique des
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anticorps lapin et utilise un anticorps secondgue détecte uniquement les chaines

d’immunoglobulines natives.

l11.4 Techniques de Purification

.4.1 Purification du complexe natif

Pour purifier le complexe, plusieurs litres detutd dHalobacterium(a peu pres 13
litres de culture correspondant a 10 g de patelegk) en début de phase stationnaire ont été
culottés, congelés a I'azote liquide et gardés@E&jusqu’a son utilisation. Pour détecter la
présence des PANSs, les échantillons ont été ptésipu TCA en ajoutant 10 x le volume de
I'échantillon d’'une solution de TCA 10 %, lavés’acktone froid, séchés et repris dans le
tampon de dépbt pour gel. La présence des PANsldamsfférentes étapes de purification a

éte suivie par immunodétection.

l11.4.1.1 Clarification des extraits

10 g de pate cellulaire sont repris dans 40 mlaepbn A contenant de fortes
concentrations d’ammonium sulfate : 2,2 M (NH8),, 50 mM Tris-HCI pH = 7,6, 40 mM
MgSQO.. Le sulfate d’ammonium est utilisé dans la plupdet étapes de purification des
protéines halophiles (Mevarech et al, 1976). Epteffe sel renforce I'effet hydrophobe ; on
peut donc en modifiant la concentration en suldenmonium contrdler la solubilité globale
tout en restant dans des conditions non dénatsraioigr les protéines halophiles. Le méme
effet permet, a forte concentration en Ammoniumfege) I'adsorption des protéines sur des
surfaces solides ou des gels.
Deux étapes de centrifugation (30000 g a + 4°C aeind heure) et d'ultracentrifugation
(160000 g a +4°C pendant 3 heures) sont ensuiectaffes pour éliminer les débris
cellulaires et les membranes mais aussi des pestéirsolubles a de fortes concentrations

d’ammonium sulfate.

[11.4.1.2 Chromatographie d’interaction hydrophobe

Nous avons utilisé en deuxieme étape de purifindosépharose 4B. Cette matrice
utilisée usuellement comme un gel de filtrationit s&ans le cas des protéines halophiles
comme colonne de chromatographie d’adsorption. gregéines halophiles en présence de
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fortes concentrations en Ammonium Sulfate se fix@rda matrice par l'intermédiaire des

liasions hydrogene et d’'interactions de Van der M/aa hydrophobes. L’élution se fait en

appliguant un gradient de concentration linéaireraiésant de sulfate d’ammonium. Le

surnageant (S160) de volume 40 ml a été donc dépaséne colonne de sépharose 4B
prééquilibrée avec le tampon A. L’élution s’esttdapar 950 ml de gradient décroissant en
ammonium sulfate : de 4M (NHA¥$Q,,50 mM Tris-HCI pH = 7,5 jusqu’a 0,5M (NHABQ,,

50 mM Tris-HCI pH=7,5. Les PANs sont élués dandiastions 9,10,11 correspondant a 1,4

M concentration en ammonium sulfate.

l11.4.1.3 Chromatographie échangeuse des ions

Les fractions 9,10,11 aprés élution de la coloneesépharose ont été groupées, la
concentration en ammonium sulfate est augmentépr’gugt M par I'ajout progressif de la
guantité nécessaire d’'ammonium sulfate en poudes.ftactions sont ensuite déposées sur
une colonne de DEAE-cellulose. La DEAE-celluloseargée positivement a haute
concentration en AS fixe les protéines halophileargées négativement. Les protéines sont
ensuite éluées progressivement a l'aide de 500 enlgdhadient croisé décroissant en
ammonium sulfate et croissant en NaCl: 4 M (NH&8Qy,, 0,2 M NaCl - 0,5 M (NH4)
SO, 2 M NaCl. Le but de ce gradient croisé est desdaai I'effet hydrophobe et les
interactions ioniques, tout en conservant des tiomgdi favorables a la stabilité des protéines
halophiles.
111.4.1.4 Hydroxylapatite

Le principe d’adsorption puis de désorption de &rine d’hydroxylapatite repose sur
I'utilisation d’'un gradient croissant d’ions phospés et n'est pas influencé par de fortes
concentrations en sel. Les fractions éluées deolenne de chromatographie échangeuse
d’'ions sont déposées au sommet d’'une colonne dythpatite et élués a l'aide d'un
gradient de 200 ml: 20 mM Sodium phosphate pH=%Z,21 NaCl > 300 mM Sodium
phosphate pH = 7,2, 4 M NaCl.

[11.4.1.5 Chromatographie sur Gel-filtration

Les fractions contenant les protéines PANs ontdét& dialysées contre un tampon
contenant 3M KCL avant d'étre analysées en chrognaphie sur gel filtration de type
G3000 en présence de fortes concentrations dePsmlir cela, La colonne a été calibrée par

les complexes halophiles déja purifiés au laboratet dont la masse moléculaire est déja
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connue : la malate déshydrogénase halophile 130l&d@mplexe TET halophile (500 Kda)
et le protéasome (750 kda).

111.4.2 Expression et Purification des protéines PAN recomibantes

l11.4.2.1 Clonage des protéines recombinantes

Les deux geneganA (1218 pb) epanB (1236 pb) ont été tout d’abord amplifiés par
la réaction de PCR a l'aide des amorces portansites de restriction Ndel et BamH1 (voir
tableau 1) et en utilisant comme matrice 'ADN géwgue total dHalobacterium Une fois
gue les produits d’amplification sont vérifies sgel d’agarose, ils sont ensuite clonés
directement dans le vecteur intermédiaire PCRII-DOPes genes destinés a étre clonés sont
ensuite libérés du vecteur PCRII-TOPO par une tigesavec les endonucléases Ndel et
BamHL1 et purifiés sur gel d'agarose. Le clonagesdarvecteur d’expression pET-11a se fait
par une réaction de ligation en utilisant les baatsésifs portant les sites de restriction Ndel
et BamHL1. Les clones portant le vecteur pET-11aN PAet le vecteur PAN B sont vérifiées
sur gel, et les vecteurs sont envoyés a séquenaewngrifier la présence des PANSs. La figure
12 résume les différentes étapes du clonage. Nearssachoisi le vecteur pET-11a comme
vecteur d’expression en particulier car en plus s utilisation fréquente pour la
surexpression des protéines halophiles, il prégdia@antage pour notre étude de pouvoir sur
exprimer les protéines PANs recombinantes sans naucétiquette, les protéines
recombinantes vont donc se comporter comme legipast PANs natives en électrophorese

et vont migrer exactement au méme niveau.
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Figure 12 : Amplification des genes PAN A et PAN Bt clonage dans le vecteur
d’expression pET-11a.

Les génes PAN A (1218 p.b) et PAN B (1230 p.b) étdt amplifiés par une réaction PCR et
vérifiés sur un gel d’agarose 0,8% (A.) Les géenasété clonés ensuite dans le vecteur pET-11a
(5,6 Kb) via leurs sites de restriction Ndel et BHmlLa figure B montre la vérification des clones
transformés par le vecteur pET-11a —PAN A et leenicpET-11a-PANB par une digestion de
I’ADN plasmidique avec les enzymes de restrictiodeNet BamHI. M : échelle de fragments
d’ADN. 1,2,3 (A gauche) : différentes conditionsuliplification par PCR.(1,.....10 : Numérotation
a droite ): différents clones testés pour la présetu fragment amplifié.

[11.4.2.2 Expression des protéines recombinantes

Les souches compétentes BL21, BL21 (DE3) plys ét1Btodon plus, BL21 Top10 F
ont été transformées par le vecteur pET-11a poktagéne PAN A et le gene PAN B. Les
transformants sont cultivés dans le milieu LB coaté de I’Ampicilline a une concentration
de 50ug/ml. Les deux protéines PANs sont surexpriméegj@mant 0.5 mM de I'inducteur
IPTG a des souches d’expressiok.dcoli BL21 en phase exponentielle transformées avec le
vecteur pET-11a-PAN A ou le vecteur pET-11a-PANARres 3h d’induction, les cellules
sont centrifugées et le culot est ensuite analgseé la présence des protéines surexprimées.

Pour l'analyse par immunodétection, 1 ml de cedluteduites ont été centrifugées a

6000 rpm pendant 5 min et repris dans gbD0e tampon de dépébt.
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111.4.2.3 Essais de Purification des protéines recombinantes

Pour la purification des protéines recombinantelitrd de cellules BL21 exprimant la
protéine PAN A ou la protéine PAN B a été centr@wg6000 rpm pendant 10 min. Le culot
cellulaire a été repris dans 10 ml du tampon suiv8 M KCI, 20 mM Tris-HCI pH =7,5, 10
mM MgCl,, 0,1% Triton-X100. Une premiére étape de centafiggn permet I'élimination
des protéines insolubles et des débris membranaieesurnageant est ensuite dialysé contre
1 litre du tampon: 20 mM Tris-HCI pH=7,5, 10 mM Mg et 1,5 M (NH4)SO4. Il est
ensuite déposé au sommet d’'une colonne d’interatiyolrophobe (S4B) pré-équilibrée dans
20 mM Tris-HCI pH=7,5, 10 mM MgGlet 1,5 M (NH4)SO4. L’élution se fait par 200 ml
d’'un gradient décroissant de tampon d’ammoniumageilfle 2 M jusqu’a 0,5 M. L’éluat est
ensuite analysé par immunodétection et les fragtioln sortent les protéines PANs sont
récupérées (correspondant a 20 ml) et sont ensligigsés contre du 1,5 M tampon
ammonium sulfate et sont déposés au sommet d'uloarm échangeuse d’ions DEAE-
cellulose. Les protéines ont été éluées par 200'uml gradient croisé (1,5M -> 0,5 M As et
de 0 M NaCl -> 3 M NaCl). La présence de PANs diess différentes étapes de la

purification a été suivie par immunodétection.

I11.5 Seéparation sur Gradient de sucrose

Pour les expériences d'oligomérisation et d’asgam des PANs avec le protéasome,
2 grammes de culot de cellules gardés a — 70°Crspris dans 15 ml de tampon A : 3,4 M
KCI, 100mM MgAc, 60 mM Tris-HCI pH = 7,5, 0,04% iiiditeurs de protéases (Complete,
Roche). Aprés sonication (6 x 10 secondes), les bremes et les débris cellulaires sont
éliminés par une étape de centrifugation a 300peérglant 1 heure. Les polyribosomes ainsi
gue les autres complexes ont été séparées du samag&30) par une étape
d’ultracentrifugation (160,000 g) pendant 3 heufeS.ml des deux surnageants (S30 et S160)
ont été déposés au sommet de 10 ml d'un gradiesudmse de 5-20% préparés dans le
tampon A. Les gradients sont ensuite centrifugés da SW41 rotor pendant 15 h & 250 000
g et 10 °C. Les gradients sont ensuite fractiommestilisant une pompe péristaltique de haut
en bas en de fractions de 750 pl. Les protéinesliffésentes fractions sont précipitées avec
de l'acide trichloroacétique (15% au final), laveed'acétone, séchées et reprises dans le
tampon de dép6t. Apres dénaturation des écharttiffan chauffage pendant 3 min & 100°C,

les protéines sont séparées par SDS-PAGE et l&Sine spécifiques sont détectées par leur
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anticorps correspondant. Pour calibrer les grasijedivers complexes halophiles purifiés au
laboratoire ont été déposés au sommet des gradierieur position a été déterminée en
déposant les fractions du gradient et en les amatlysar gel apres coloration au bleu de
Coomassie.

Pour les expériences de localisation cellulair®, &0 de culture ddalobacterium salinarium
sont prélevés en phase exponentielle, centrifu@ésifa a 9000 rpm, a 4°C. Puis le culot est
repris dans 4 mL de tampon de lyse froid (3,4 M ;KKDO mM MgAc; 60 mM Tris pH 7,6; 6
mM béta mercapto éthanol). Les cellules sont homéigées mécaniqguement a I'aide d’'un
pilon. Puis le lysat est incubé 30 min a tempéeatambiante en présence de 400 U de
DNAse. Enfin les cellules sont dialysées contre B000de tampon froid pendant 2h a 4°C,
pour une lyse douce des cellules et préserver #agscomplexes cellulaires.Un gradient
linéaire de 10 ml: 7-30% sucrose ( 3,4 M KCI; 100 mgAc; 60 mM Tris pH 7,6) est coulé,
On dépose a son sommet 0,5 ml de lysat cellulags. gradients sont ensuite centrifugés
(ultracentrifugation) pendant 90 min a 26000 rpna &°C pour séparer les formes associées
de PAN des formes oligomériques. Puis le gradisntlizisé en 15 échantillons de 0,7 ml. La

présence des protéines PAN est réveélée par Wdsdtdrn

[11.6 Gels Bidimensionnels

L'électrophorese bidimensionnelle est une méttirdeéparation des protéines selon
leur point isoélectrique (pl) et leur masse moléreal La premiere dimension sépare les
protéines selon leur pl dans un gel de polyacryd@nmdomportant un gradient de pH. La
deuxieme dimension utilise I'électrophorese engmés de SDS (Sodium Dodecyl sulfate),
qui sépare les protéines selon leur masse. La prendimension est celle qui apporte le
surcroit d'information le plus net, en séparantisesormes ou les formes modifiées des
protéines (par exemple phosphorylées ou glycosyl&esrevanche, cette premiéere dimension
est aussi le point faible de la technique : le éBdtmener les protéines a leur pl limite la
capacité de la séparation, car le pl représereité de solubilité minimale.

Le gradient de pH peut étre généré au moyen d'alyteBgorteurs ou par des gradients de
pH immobilisés. Cette derniere technique a conalilément accru la reproductibilité, la

flexibilité et la capacité des séparations par tédphorese bidimensionnelle. Les seules
limitations a la technique sont la présence daddeme étudiée dans la fenétre d'analyse (pl

et masse) et sa solubilité, qui doit étre suffisant
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1.6.1 Extraction et solubilisation de I'échantillon protéque

Cette étape est particulierement importante pdimiréer les contaminants qui
interferent avec la premiere dimension. Ces comtanms sont notamment les sels, les lipides
et les acides nucléiques.
Les protéines halophiles sont particulierementcdédis a ce sujet, notamment la présence de
fortes concentrations de sel dans les extrait®oats.
Pour extraire et solubiliser les protéines halagshilles cellules ont été récupérées par
centrifugation & 10000 g pendant 5 min. Le culéteaensuite resuspendu dans le tampon de
lyse (et centrifugé & 10000 g pendant 5 min poueven les débris. A cette étape, la
concentration protéique a été déterminée commeuegi ci-dessus.
Une étape de déssalage a été ensuite effectuédilisanti des colonnes de déssalage
commercialisée par Millipore (3KDa Cut-off) pourdé&barrasser des sels qui interferent avec
la premiére dimension. Le déssalage s’est fait élamgeant 200 pl d’échantillon protéique
avec 200 ul de tampon de lyse et en centrifugeattut sur la colonne a 6000 g pendant 30
min. La méme étape a été répétée plusieurs foisgymssurer du déssalage complet.
Les protéines sont ensuite précipitées en ajod@mbis le volume de 10% TCA suivie d’'une
centrifugation & 10000 g pendant 10 min. Les cullis protéines sont ensuite lavés avec
10% d’'acétone froid. L'échantillon était de nouveeentrifugé et le culot est séché a
température ambiante et resolubilisé dans le tardpaghydratation contenant 8 M urée, 4 %
CHAPS, 60 mM DTT, 0,5% ampholytes porteurs et uneet du bleu de bromophénol. Les

protéines sont a nouveau rapidement centrifugées ae procéder a la réhydratation.

111.6.2 Premiéere dimension

Pour la premiere dimension, des IPGstrips ou batigslde 7 cm et de gamme de pH
= 3.9 - 5.1 sont utilisés pour une séparation detemes qui ont le pl majoritairement acide.
Les échantillons sont incorporés « passivementns tks IPG a gradient de pH immobilisés
sans l'application d’un courant électrique a 22#&ngant toute la nuit.
L’appareil de Biorad IEF protean cell est utiligéur la focalisation et la séparation des
protéines selon leur point isoélectrique. Le paogme suivant a été utilisé : 10V pendant 1
heure, 100 V pendant 1 heure, 1000V pendant 1 let@4€00 V pendant six heures.
Les bandelettes ou IPG strips sont gardées a —20°{a nuit, ou a — 80°C sur plusieurs jours

jusqu’a leur utilisation.
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A) B) C)

Matériels utilisés pour la séparation des protéirseton leur point
isolélectrique ou premiére dimension.

A) IPG strip ou bandelettes qui consiste en unericgatfaite de
polyacrylamide et comportant un gradient de pH.pBRjeau de focalisation
portant a ses deux extrémités les cathodes ehtekea et pouvant comporter
12 IPG strips dans les canaux. C) IEF proteanqelisépare les protéings
selon leur point isoélectrique en appliquant untage trés important
pouvant atteindre les 10,00(

111.6.3 Deuxieme dimension

La migration en deuxieme dimension doit se fagers la masse de chaque protéine,
ce qui implique l'uniformisation des charges. La&htéque du SDS PAGE est donc
traditionnellement employée. Toutefois il est dif de faire bouillir la bandelette de lere
dimension pour dénaturer les protéines. En fait épalibration de dix minutes dans une
solution d'urée 6M, de glycérol 30%, de SDS 2%eeDd T 65mM (extemporanément) dans
50mM de Tris-HClI pH 8,8 remplace tres bien la deraion selon Laemmli.

Dans le cas ou une microanalyse des protésiga@vue par spectrométrie de masse, il est
possible de bloquer le groupement -SH des cyst@aes0 minutes de carbamidométhylation
a l'iodoacétamide a 55mM (extemporanément dan€faarsolution d'équilibration mais sans
DTT). Ainsi traités, les bandelettes doivent awdsésiétre placées sur les gels de 2éeme
dimension. Chaque bandelette est déposée au sodumetel de 12% qui ne dispose pas
d'un gel de condensation. Elle est stabilisée ertamd avec le gel en versant de l'agarose

1,4% (low melting dans du tampon de migration ansaie 50°C au moment de |'utilisation).
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Des marqueurs de poids moléculaire ou de I'édimntrut peuvent étre déposés de chaque
coté de la bandelette. La migration se fait comémitlauparavant dans le paragraphe x. Les
gels sont ensuite analysés soit par coloration Hrate d'argent pour l'analyse en

spectrométrie de Masse, ou selon la méthode d’inochétection décrite ci-desssus.

11.6.4 Coloration du gel au nitrate d’argent

La coloration au nitrate d’argent est une méthoéle sensible qui permet la détection
de quantités tres faibles de protéines (1ng — 10D DBgns le but du séquencage par
spectrométrie de masse, les gels bidimensionnels solorés selon la méthode
suivante (Shevchenleat al, 1996) :
Apres la deuxieme dimension, les protéines soréefixpar immersion du gel dans une
solution de fixation (50% Méthanol, 5% acide aadggigpendant toute la nuit.
Le gel est ensuite lavé deux fois 10 min avec dib 5téthanol afin d’éliminer le reste de
'acide acétique. Le gel est ensuite sensibiligéun& immersion rapide dans une solution de
0,02 % de sodium thiosulfate. Apres plusieurs lagagpides a I'eau, le gel est incubé dans la
solution colorante de nitrate d’argent a 0,1% peh@&a min.
La réaction est ensuite développée par l'ajout de%6 sodium phosphate, 0,04%
formaldéhyde. Le gel est gardé dans du 1% aciddigaeé jusqu'a séquencage par
spectrométrie de masse.
Les spots de la région du gel susceptibles de owres protéines d’intérét sont excisés, les
protéines sont digérés a la trypsine et sont emgléntifiées par une spectrométrie de masse.
La spectrométrie de masse a été effectuée en oddl&n avec M. Jaquinod au CEA-

grenoble.

» Outils de Bioinformatique

Les sites des génomes disponibles:

http://www.halolex.mpg.de!/ Séquence du génome d’Halobacterium NRC-sp. MarcR

Institut fur Bioichimie — Martinsried — Allemagne.

http://halo.umbi.umd.edu/Séquence du génome d’Halobacterium NRC-sp,

http://www-archbac.u-psud.fr/genomics/IbmgeBlastlht Séquences disponibles de tous les

génomes d’archéobactéries.

Les sites spécifiques aux analyses Bioinformatiques
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Primer_3 : http://frodo.wi.mit.edu/cqi-bin/primer3/primer3.cgi Le programme permet la

construction des oligonucléotides optimums poumpéfication d’'une région de gene
donnée.

Clustal W alignement de  multiples des séquences de  protéines

http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.himl

BoxShader: ce programme localisé sur le méme site que GlWgtapermet d’éditer les

alignements de séquence pour une meilleure prémenta

http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html

ProtParam : permet de calculer les parametres physiqueshmhiques d’'une protéine

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html

Coiled-coil : _Programmequi permet la prédiction des régions d'une séquahmenée

susceptible d’adopter une conformation coiled-caoil.
http://www.ch.embnet.org/software/COILS form.htifllupaset al., 1997).

http://aaa-proteins.uni-graz.at/Default.htmiegroupe toutes les données et les informations

sur la famille des AAA..
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Le séquencage du génomeHdlobacteriumen 2000 a révélé la présence de deux
genes codant des protéines homologues a PANSs giNgl, 2000, Oesterhelet al.,
Unpublished). En absence d’autres génomes séquencéstte date-laHalobacterium
salinariumétait le premier organisme possédant deux gegesatéurs du protéasome PANS.
Plus tard, le séquencage du génome d’autres aratiéoies halophiles comni¢aloarcula
marismortui(Baligaet al., 2004) etHaloferax volcanii(Reuterset al, 2004) ont montré que
la présence des deux PANs est une caractéristigsi@¢otites les especes d’'archéobacteéries
halophiles en général et pas uniqguement de l'espéalebacteriumen particulier. Le
séquencage des génomes d’autres archéobactérmgcaient, et la présence des deux
PANSs est aussi détectée dans le génom&léésanosarcinacég$alagaret al, 2002).

Chez les eucaryotes, il existe 6 génes difféereatsdhiogues a PANs ou rpt qui codent pour
des ATPases impliqués dans la régulation du protdasCes 6 géenes sont trés conservés
d’'une espéce a une autre. Les rpt eucaryotesitndaiges (plus de 60% d’identité) possedent
des fonctions non-redondantes dans la cellule, roagpérent dans la dégradation d’un
substrat (Glickmaret al,1998). Elles participent aussi a des fonctiordependantes de la
protéolyse comme la régulation de la transcript{@onzalezet al, 2002 ; Ottoseret
al.,2000) et la réparation de I'ADN (Gilettt al, 2001 ; Russekt al, 1999). La présence
des deux PANs chez les microorganismes halophdes pn grand nombre de questions sur
le degré d’homologie entre ces deux PANs mais égaie avec leurs homologues
archéobactériennes et eucaryotes. Pourquoi lepliikde et les méthanosarcinacées ont-ils
besoin d’avoir deux PANs ? Est-ce que les deux RABIsime leurs homologues eucaryotes,
participent a des fonctions non redondantes dawellale ? Ou seraient-ils impliqués dans
deux fonctions différentes ?

Cette partie sera consacrée dans un premier tempe Pprésentation des deux protéines
PANSs, et la comparaison des deux protéines au mideala séquence. Dans un deuxiéme
temps, nous allons présenter les différentes eap&es qui nous ont permis de détecter que
les deux protéines PANs sont effectivement expramEas les extraits idalobacteriumsous
deux formes qui different dans leur région N-temtgn Dernierement, nous allons présenter
les mécanismes qui seraient responsables de céémpenéité et le rdle probable de cette
hétérogénéité dans la cellule.
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|  Analyse des séquences protéiques des deux PANs

d’'Halobacterium salinarium

Nous avons comparé en premier lieu les deux pedédAN A et PAN B ; nous avons

ensuite comparé les protéines PAN A et PAN B asléomologues dans d’autres groupes

1.1 Comparaison des deux PANs au niveau de la séquence

Afin d’étudier les deux protéines PANS, les ségesncorrespondantes aux deux cadres
de lectures ORFOE1765et OE3805codant pour les protéines PANs ont été extraitsitu
du Max Planck Institut localisé a Munich http:/iblak.mpg.de. Le gen®E1765code pour
une protéine de 406 résidus dont le poids moléeukst estimé a 44.972 Kda et un point
isoélectrique = 4,52. Le gert@E3805code pour une protéine de 410 résidus dont lespoid
moléculaire est estimé a 45.184 Kda et un poirglésdrique de 4,35. On a nommé au cours
de nos études PAN A le produit du gédel765et PAN B le produit du gen@E3805 Notez
gue le pl acide de ces protéines traduit probabi¢hear caractére halophile (Mg al, 2000)
L’alignement de séquences des deux protéines PAN RAN B (Figure 13) a montré que
celles-ci présentent un domaine central tres ceéser deux domaines N-terminaux et C-
terminaux divergents. Les deux protéines sont tér@nt liées avec 60% d’acides aminés
identiques et 78% de similarité. Le domaine le mlosservé est le domaine P-loop central
(résidus 185-372 pour PAN A et résidus 188-375 [RAN B) présent chez tous les membres
de la superfamille des AAA+. Il comprend le Walke(GPPGTGKT) et le Walker B (DEID)
responsable de la liaison et de I'hydrolyse dedéatices, et la région SRH (T/S)-(N/S)-X5-
DXA-X2-R-X2-RX-(D/E) conservée chez toutes les AAA-Pases dont la fonction n’est
toujours pas connue. Dans la région N-terminaleetherche d’'une région coiled-coil selon
la méthode de Lupas a montré en effet la préseeseasidus (17-71 pour PAN A et 39-68
pour PANB) pouvant adopter une conformation cotted- Cependant ces deux régions
différent par leur longueur et la nature de led@sidus. Comme le domaine N-terminal est
impliqué dans la liaison des AAA-ATPases a leurbstats ou a leurs adaptateurs en
particulier via le motif coiled-coil, ceci pourrdaisser penser que les deux PANs possedent
des roles similaires mais probablement leurs satssseront différents dans la cellule. La
région C-terminale est aussi divergente avec unceotage de similarité de 17%. Comme
cette région est probablement importante dansefaation des AAA+ a leurs partenaires
peptidasiques (Sauet al, 2004), il est possible que les deux PANs A didéht alors des
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affinités différentes pour leur association ave@ietéasome, voire susceptibles d’interagir
avec d’autres partenaires.

Le deux protéines sont donc trés similaires, cepaindh divergence au niveau de leur
extrémité N-terminale et C-terminale laissent pengee les protéines vont avoir des
fonctions non redondantes dans la cellule.

En conclusion, on peut dire que les deux protéhoes 2 AAA-ATPases de la méme famille,
trés similaires dans leur région fonctionnelle maiec des differences marquées dans les
extrémités N-terminales et C-terminales supposeesder I'association et la spécificité des
complexes, ceci suggere que PAN A et PAN B pasitipa une méme fonction de
désassemblage des protéines mais jouent des istiestésin cellulo.

Il était donc intéressant de comparer les PANsuasldomologues eucaryotes et a leurs
homologues des autres archéobactéries. Nous aemesedtamé un alignement de séquences

entre les deux PANs halophiles et leurs orthologues
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Figure 13: Alignement des séquences protéiques des deux BANdobacterium salinarium

Sur la figure est représenté le domaine ATPasiquea formé par |&Valker Aet leWalker B
ainsi que la deuxieme région d’homologie. La régiaaceptible d’adopter un motif coiled-coll
est représentée par les résidus colorés en roagepéptides en C-terminal qui ont servi a la
fabrication des anticorps polyclonaux chez le lagmnt colorés en bleu. Les résidus identiques
sont colorés en noir. Les résidus similaires sofdrés en gris.
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|.2 Comparaison des protéines PANs halophiles par rappb a
leurs homologues

[.2.1 Homologie des protéines PANs halophiles a leurs twlogues

halophiles

Les PANs dHalobacterium et les PANs des autres espéces d’archéobactéries
halophiles ont une ressemblance frappante au nigdgealséquences primaires des protéines.
Les PANs A dHalobacteriumpartagent plus de 80% de similarité avec leursotogues
PANSs A des autres especes halophiles, de mémeoqguées PANs B (Figure 14).
Au cours de notre étude, Reuters et coll. ont publiséquence des deux PANSlaloferax
volcanii, ils ont suggéré a travers une étude phylogérétitps protéines PANs que les
protéines PANs A et PANs B résultent d’'une dupiaratle genes récente qui a eu lieu juste
avant la spéciation du groupe halophile, ce qugetg que les deux PANs halophiles auront
probablement une fonction non redondante dandlldeéReuterset al, 2004).
La présence des deux PANs n'est pas spécifique aspéces halophiles, les
méthanosarcinacées possédent au niveau de leumgédeux génes qui codent pour des
protéines homologues a PANs. Reutets coll ont suggéré que les deux PANs de
meéthanosarcinacéess nommées PAN | et PANs |l eggulfune divergence antérieure a la

divergence des protéines PANs halophiles.

[.2.2 Homologie des protéines PANs a leurs homologues he@obactériens

et eucaryotes

La comparaison des protéines PANs halophiles & leomologues eucaryotes et
archéobactériens a travers les alignements de m&gumlentifie un domaine central
ATPasique conservé chez tous les membres de lddaias AAA, et deux autres régions tres
conserveées : I'une en N-terminale et I'autre erefatnale qui sont spécifiques des protéines
PANSs et de leurs homologues eucaryotes (Figure 14).

En effet, au niveau du domaine central, on retrdevmodule AAA avec les deux
motifs Walker A et Walker B responsable de la bai®t de I'hydrolyse des nucléotides, et la

région SRH qui est conservée chez tous les menderisfamille des AAA.
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Le motif FIGE qui a été décrit récemment comme uatifmmportant dans le
mécanisme de dépliement (Patkal, 2005) est aussi présent chez les protéines RANSIIS
homologues eucaryotes.

On releve la présence dans la région C-terminal@nedrégion tres conservée
caractérisée par la séquence suivante : (FEAGMXAIR. Des études récentes montrent
limplication du dernier résidu arginine au nivede la région C-terminale de PAN de
Méthanocaldococcus janasctdivec le protéasome 20 S, cependant ce résidu esaralppas
étre conservé chez les PANSs. Il n'y a pas a I'heataelle d’études portant sur la fonction de
cette région conservée en C-terminal, mais en greakec les autres complexes bactériens
notamment le complexe HslU-HsIV (le mieux carasirstructuralement) ou la liaison des
AAA+ a leur partenaire peptidasique se fait vier lédamaine C-terminale (Sorej al, 2000),
cette région serait importante dans la liaisonratéasome .

Quant au domaine N-terminal, la recherche danddsges de données de domaines
annotées de type InterPro et Pfam nous a permidiviger ce domaine en trois motifs
différents que nous avons annoté de | a lll erapadu coté C-terminal (figure 14) :

Le motif | est formé de 70 acides aminés, ce ns#ifible étre spécifique aux PANs
les rpt ainsi que les protéines cdc48 ou VAT paous les autres membres de la famille des
AAA+. Aucune étude structurale ni biochimique nté étalisée sur ce motif.

Le motif Il formé d’'une cinquantaine d’acides ansin€e motif est spécifique aux
protéines PANs et les rpt uniguement parmi tousalgses membres des AAA+. Ce motif
suggere un lien de parenté entre les protéines PANANS B halophiles et les PANs | de
méthanosarcinacées d'une part, et un lien de paretre les PANs Il des
méthanosarcinaceées et les autres PANs d’autre part.

Le motif coiled-coil qui est un motif commun derkgion N-terminale d’une grande
majorité des AAA-ATPases et qui est impliqué damdidison du substrat (Voir les régions

soulignées dans la figure 14).
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Figure 14: Alignement des séquences protéiques deleux PANs dHalobacterium
salinarium avec les PANgd’Haloferax volcanii, de Méthanocaldococcus janaschit I'une
des sous-unités ATPasiques régulatrices du protéame eucaryote la rpt4.

L'alignement montre les régions conservées ensePl&Ns halophiles et leurs homologues
d’archéobactéries et eucaryotes. Pour la simplidééla figure nous avons choisi PAN de
Méthanocaldococcus janaschijui a été le plus caractérisé biochimiqguemené etous-unité
rpt4 humaine. Les régions principalement conserséasle domaine ATPasique spécifique de
toutes les protéines AAA+ caractérisés par la prgseles motifs Walker A et Walker B ainsi
que la deuxiéme région d’homologie SRH. La figurenire les trois motifs de la région N-
terminale : Motif I, Motif Il et les motifs coiledoil soulignés ; et la région conservée en C-
terminale (??7?). Le résidu arginine dans la ré@drrminale du PAN d&éthanocaldococcus
janaschii important dans la liaison et l'activation du padéme est indiqué par une fleche
(Forsteret al, 2005).
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Il Les deux protéines PAN A et PAN B sont exprimées
dans Halobacterium et existent sous deux
formes différentes

Le séquencage du génomdidiobacteriuma révélé donc la présence de deux genes
potentielsPANs, nous avons voulu en premier lieu détecter sdéas< protéines PANs sont
effectivement synthétisées dans les celluleabtibacterium salinarium
Une approche d'immunodétection sur des extraitisllegles totaux a été donc envisagée en

utilisant des anticorps spécifiques a chacun dez BANSs.

1.1 Immunodétection des PANs dans les extraits totaux
d’'Halobacterium salinarium

Puisqu’on voulait détecter spécifiguement chaalegedeux protéines, il fallait choisir
des anticorps dirigés contre les régions non hoguale des deux PANs. L’alignement de
séquences a montré que les deux PANs sont tresgdiws au niveau de leur région N-
terminale et C-terminale, on a choisi de préférdasedeux peptides immunogenes dans la
région C-terminale non homologue des PANSs tel esitrg dans la figure 13 de I'alignement
des séquences des deux PANs. Une fois la séquasceeaptides choisis, un programme
d'immunisation de lapin contre les peptides immuwres est lancé en vue d’obtention des
anticorps polyclonaux.

Les extraits protéiquestdalobacteriumsalinariumont été analysés par un « Western
Blot ». La présence des PANs a été détectée esantilles anticorps dirigés contre les
protéines PAN A et PAN B. Comme le montre la figa&e les anticorps dirigés contre les
deux protéines PAN A et PAN B ont détecté un sigtais les extraits Halobacterium
salinarium Ce signal se présentait dans les deux cas polir &t pour PAN B sous la
forme de deux bandes migrant & une hauteur treh@mdu poids moléculaire estimé pour les
deux protéines PANs. Dans le cas de PAN A, les deundes se trouvent a 54 Kda et a 47
Kda approximativement. Alors que dans le cas de BANs deux bandes se trouvent a 56
Kda a et a 49 Kda approximativement. PAN A a urdpanoléculaire estimé a 44 Kda et
PAN B un poids moléculaire estimé a 45 kDa. On iayma tout de suite conclure que la
bande inférieure dans chaque cas correspond até&mp PAN vue que c’est la bande la plus

proche du poids moléculaire estimé. Cependardlldit prendre en considération le caractére
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acide fort des protéines halophiles qui provoque reé¢ards de migration sur le gel pouvant
atteindre quelquefois des écarts importants vadand a 10 KDa par rapport a leur poids
moléculaire estimé, il était donc trés difficileypanous de trancher laquelle des deux bandes

correspondait en réalité a la protéine prédite (afad Spudich , 1992).
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Figure 15 Immunodétection des extraits totaux dHalobacterium salinarium avec des
anticorps dirigés contre les régions C-terminaux d®AN A et de PAN B.

Les extraits protéiques totauxHtlobacteriumsalinariumont été déposés sur un gel SDS de
12%, transférés sur une membrane PVDF et révéléBamticorps PAN A (1) et I'anticorps
PAN B (2).

Il était possible que I'une des bandes détectéessqmnde a un signal non spécifique
de l'anticorps, ce qui n'était pas tres probable leaprofil de 'immunodétection était trés
similaire pour I'anticorps PAN A et pour I'antica@AN B de méme que I'écart entre les
deux bandes. Nous avons tout de méme procédé puifieation des anticorps sur colonne
d’affinité. Apres couplage de la colonne par letmgEpimmunogene, nous avons détecté le
méme signal que l'anticorps non purifié, et quirespondait toujours a deux bandes. Pour
pouvoir se fier aux résultats de 'immunodétectibmous fallait un contréle positif qui nous
permettrait de tester I'efficacité de I'anticorgse@a méme temps nous renseigner sur le profil
exact de migration des protéines PANs en électngsieo Nous avons procédé alors a la
surexpression des deux protéines PAN A et PAN Bmdxnantes dang. coli. Les deux
protéines recombinantes vont servir comme confyole tester I'efficacité de I'anticorps sur
les protéines recombinantes d’'un coté et pour pouwterpréter et valider les résultats

obtenus sur les extraits protéiques totalkadbbacteriumsalinariumde I'autre c6té.
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Il Les deux PANs existent sous deux isoformes dans les
extraits d’Halobacteriumsalinarium tronquées dans
leur région N-terminale

Les deux protéines PAN A et PAN B ont été clonéesueexprimées daris. coli (vir
Matériels et Méthodes). Les protéines recombinasiiesxprimées darts. coli et les extraits
protéiqgues dMalobacteriumsalinarium ont été déposés cbte a cbte sur un méme gel et la
présence des PANs a été détectée par les antidoigds contre les protéines (Figure 16),
Les résultats de 'immunodétection montrent biea s protéines recombinantes migrent au
méme niveau que la bande supérieure détectée panteorps dans les extraits protéiques

d’Halobacterium salinarium.
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Figure 16 : Immunodétection des protéines recombimdes et des extraits totaux avec les
anticorps dirigés contre PAN A et PAN B.

Les extraits protéiques totaux d’Halobacterium iaimpge les extraits protéiquesEd’ coli
surexprimant les protéines PANs recombinantes nséparées sur un gel SDS 12%. Aprés
transfert du gel sur une membrane PVDF, la présdacehaque PAN a été détectée par son
anticorps respectif. E.T : Extraits totaddalobacterium salinariumR : Extraits totauxd’E.

coli surexprimant la protéine recombinante.

En effet, lorsqu’on induit la surexpression de tat@ine PAN A, I'anticorps PAN A détecte
une bande majoritaire située vers 54 KDa ce quiespond a la bande supérieure détectée
dans les extraits Halobacterium salinariumDe méme, la protéine PAN B surexprimée dans
E. coli, sa révélation par I'anticorps PAN B monge’elle migre sous forme d’'une seule
bande située vers 56 Kda dans les extraits indoitespondant aussi a la bande supérieure
détectée dans les extraitsHdlobacterium salinarium L'immunodétection des protéines
PANs surexprimées a démontré que les anticorps eftettivement fonctionnels et qu'ils
détectent spécifiqguement les protéines PANs recoambés. Nous avons aussi profité de la

surexpression des protéines recombinantes poer lastéaction croisée des anticorps sur les
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protéines PANS, et les résultats ont montré quditarps PAN A ne détecte que la protéine
recombinante PAN A et non pas la protéine PAN Bpusme que I'anticorps PAN B qui

détecte spécifiqguement et uniquement la protéind BA

A quoi donc est due la présence de la bande inoféri2 et pourquoi détecte-t-on le
méme profil pour les deux PANs ? Comme I'anticaap&té choisi pour détecter la région C-
terminale de chague PAN, cette forme courte edtgiiement une forme tronquée dans sa
région N-terminale des deux PANs. En estimant téeatre les deux bandes supérieures de
7 a 8 KDa, la forme courte correspondrait a unéépme ayant de 20 a 30 acides aminés de
moins dans la région N-terminale.

Nous avons essayé donc d’identifier les deux fordeeshaque protéine PAN et d’obtenir un
séquencage en N-terminal et pour cela nous avdaspopr trois méthodes :

» Séparation en gel bi-dimensionnel apres une prergi@pe de purification.

* Immunoprécipitation

« Purification partielle ou totale des PANs a pai#es extraits totaux Efalobacterium

i. Gel bidimensionnel sur un extrait protéique partiement
purifié

Le gel bidimensionnel est extrémement puissant péparer des profils complexes de
protéines. Cependant, la technique n’est pas ermszez développée chez les archéobactéries
halophiles, car le gel bidimensionnel est parter@iment délicat a mettre en ceuvre dans le cas
des protéines halophiles. La présence du sel dafsahtillon interfere beaucoup lors de la
séparation isoélectrique et les concentration®eknesdoivent pas dépasser les 10 mM.
Les protéines halophiles ont un contenu assez é&evéésidus acides, la majorité des
protéines halophiles ont leur point isoélectriqe@ampris entre 3,5 et 4,5.
Apres plusieurs mises au point, nous avons trouméngnettoyage de I'échantillon sur une
colonne de dessalage suivi d’'une précipitationpetgines avec une solution diluée d’'acide
trichloroacétique et un lavage a 10% d’acétongenmis une bonne séparation des protéines
sur un gel bidimensionnel tel qu'est montré pafidare 17 du gel 2D coloré par le nitrate
d’argent. Pour une optimisation de la séparati@muysnavons utilisé les bandelettes de pH

compris entre 3,9-5,1 qui a permis une bonne résaldes protéines halophiles.
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Figure 17 : Séparation bi-dimensionnelle des extrt totaux d’Halobacterium salinarium

Les extraits protéiquestdalobacterium salinariunont été déssalés, précipités au TCA, lavés a
'acétone et resuspendus dans le tampon de réhyidratls sont ensuite séparés suivant leur
point isoélectrique en premiere dimension sur d&&Sstrips de 3.9-5.1, et suivant leur poids

moléculaire en deuxiéme dimension sur un gel 12&oséparation des protéines a été vérifiée
par coloration au nitrate d’argent, et la détecties protéines PANs par Western Blot grace aux
anticorps dirigés contre les protéines PANS.

Les extraits totaux protéiques ont été centrifugésar éliminer des débris et les
membranes, puis une deuxiéme étape d'ultracendtify a été utilisée pour éliminer la
majeure partie des protéines ribosomiques. Aprgsragon de I'échantillon sur un gel
bidimensionnel, nous avons essayé de localiserdaipn des spots par immunodétection afin
de les découper en vue d’'un séquencage N-terésaettats par immunodétection ont montré
la présence de deux spots qui correspondent atéimes PANs dans chaque cas. Dans le cas
de PAN A, les deux spots ne possédaient pas le npinm isoélectrique, avec le spot
inférieur étant plus basique que le spot supéri€erqui confirme aussi que la protéine est
tronquée dans sa région N-terminale car une pmtéonquée de PAN A en N-terminale
aurait un pl plus basique comme I'a montré le pmogne de prédiction des points
isoélectriques. Dans le cas de PAN B, les deuxssftaient relativement trés proches avec le
spot inférieur légérement plus acide que le sp@éseur, ce qui correspond aussi au
comportement électrophorétique prédit pour uneégmetPAN B tronquée en N-terminal.

Cependant, nous n'avons pas pu découper les spotslgs séquencer, car le profil
des protéines était toujours trés complexe. De, plaustechnique s’est confrontée a un
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probleme de quantité de protéines aprés transbertasmembrane. Nous n’avons pas pu
visualiser les spots sur la membrane apreés trarsdemous utilisons un systéeme permettant
la séparation uniquement de 100 microgrammes @igtprotéiques totaux, ce qui ne permet

pas le séquencage en N-ter.

ii. Immunoprécipitation

Pour obtenir les deux isoformes des PANs et ségudear région N-terminale, nous
avons essayé dimmunoprécipiter les PANs a parts dextraits protéiques totaux
d’Halobacterium en utilisant les anticorps PAN A et PAN B.
Les immunoglobulines lourdes migrent aux alental&$5 kda, juste a la méme hauteur des
protéines PANs, ce qui empéche la détection deiipes PANs et ne permet pas un
séquencage en N-terminal. Nous avons essayé déimiles immunoglobulines
contaminantes par plusieurs méthodes de couplagéndaunoglobulines aux colonnes de
Sépharose S4B comme ['utilisation de sépharoseapbrties groupes actifs -NHS qui
permettent I'attachement covalent des groupes anprienaires sur les colonnes. Cependant
ces méthodes se sont avérées inefficaces et naossatoujours une contamination
d'immunoglobulines dans notre éluat. Nous avonssai@nsé que les immunoglobulines et
les protéines PANs n'ont pas le méme point isogtpet ; une immunopreécipitation suivie
d'une séparation de protéines par un gel bidimemgbpermet de séparer les différentes
protéines de la réaction d’immunoprécipitation.rBaction d’immunoprécipitation était tres
faible, nous avons immunoprécipité des quantitéprd&ines ne dépassant pas les 15 ng, et
nous perdons une quantité importante des protémmes le passage sur un gel
bidimensionnel, ce qui rendait la quantité insaffie pour faire un séquencage N-terminal.
Cependant, l'identification des protéines par specétrie de masse ont montré que les deux
formes observées par western blot appartiennentsaig mémes séquences peptidiques mais
n'a pas donné des informations concernant I'exti@iiterminale des deux isoformes.
Nous avons donc pensé qu'un gel bidimensionnel wgurextrait protéique total ou
partiellement purifié pourrait nous donner acces segquences N-ter des isoformes des deux

protéines.
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e

Figure 18 : Immunoprécipitations de PAN A et de PAN B coupléesa un gel
bidimiensionnel.

Des extraits protéiques Halobacterium salinariumont été utilisés pour une réaction
d'immunoprécipitation soit avec I'anticorps PAN Auoavec Ianticorps PANB.
L'immunoprécipité a été ensuite €lué par le tampenréhydratation et séparé sur un gel
bidimensionnel en utilisant en premiere dimensies tPGstrips de 3.9-5.1, et en deuxieme
dimension un gel de 12%. Les spots protéiques ®@nviualisés aprés coloration au nitrate
d’'argent. La région susceptible de contenir lesoisnes des deux PANs est encerclée. Les
spots de cette région ont été découpés et séqueaicégectromeétrie de masse.

ii. Purification totale ou partielle des PANs et de lsuisoformes

a partir d’extraits protéiques totaux d’Halobactann

Cette partie sera détaillee dans le chapitre stuivRour résumer, les isoformes des
protéines PANs se sont avérées tres instablesd&gtapes de la purification, et nous les
avons perdues apres l'utilisation de la premier®roee. Nous sommes passés a d’autres
méthodes plus rapides de purification telles lasspn sur gradient de sucrose, beaucoup de
mises au point sont en cours et qui devraient pimende séquencage N-terminal des

isoformes courtes des protéines PANS.
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ll.L1 Mécanismes responsables de I'hnétérogénéité en Ni+tenale
chez les PANs

A partir des données précédentes, nous avons gedargrés la région N-terminale pour
essayer d’avoir une explication probable sur lasgmée de deux isoformes des protéines
PANSs. Nous avons donc cherché a quoi peut correispda suppression de 20 a 30 acides
aminés dans la région N-terminale chez les PANgpimgles (Figure 19).

Deux hypothéses peuvent étre proposées : Un méuamie maturation post-traductionnelle
en N-terminal : il se peut que les PANs soient Isgtisés sous forme d’'une protéine entiere
tout d’abord, et qu'un mécanisme de régulation frastuctionnelle intervienne ensuite pour
cliver une partie de la région N-terminale et qaigénérer une forme mature de la protéine.
La présence d’'une deuxieme forme plus courte dddsPdans les extraits protéiques peut
correspondre a un deuxieme produit du gene issm début de traduction différent.
L'utilisation alternative d’un codon initiateur piprovenir soit de I'utilisation d’un deuxiéme
site de transcription, soit de l'utilisation d’'uséquence interne de liaison des ribosomes ou

Shine-Dalgarno.
.1.1 Utilisation alternée de deux départs de traduction

Pour vérifier si les PANs peuvent avoir une uttiiza alternée de départ de traduction,

nous avons regardeé de pres la séquence protéiquelébtidique des PANs (Figure 19).

Chez PAN A, nous avons noté la présence d'une dme&iméthionine potentielle
située a 38 acides aminés en aval de la premiétieianine (Figure 19 A) qui est conservée
aussi chez les autres PANs A halophiles. En amertette deuxieme méthionine se trouve
une séquence de Shine-Dalgarno AGAGGAG (Figure 1% Ba position — 9 du codon
initiateur ATG qui est probablement utilisée comsite interne d’initiation de la traduction
(Sartorius-Neeét al, 2004). Lors de la surexpression de la protéil R dansE. coli, nous
avons détecté un deuxiéme produit a la méme hagteute produit détecté dans les extraits
d’Halobacterium(Figure 16, ce qui suggere quE. coli est capable d'utiliser ce deuxiéme
site comme site interne de traduction. Le cadrieckeire de PAN A comportant deux débuts
de traduction possibles (Figure 19A), il y a unadésrd entre les deux groupes qui ont

séquencé le génomeH#Hlobacteriumsur le début de la traduction concernant la pnetéi
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Dassarma et coll. du site Maryland Instituté://zdna2.umbi.umd.edlont attribué le début

de la traduction a la deuxiéme méthionine possitlec une protéine plus courte de 368
résidus de poids moléculaire estimé a 40.616 Kdmetl = 4.79. Ceci pourrait expliquer en
effet I'écart entre les deux protéines observéausde nos expériences que ce soit au niveau

de I'écart pour le poids moléculaire ou pour I'éadyservé pour le point isoélectrique.

Par contre chez PAN B, la présence d’'une deuxiégthionine n’est pas si évidente,
et il n'existe pas de séquence Shine-Dalgarno assefente. Néanmoins, une valine
correspondant a un codon GTG est situé a la positia05 en aval du premier codon start
(figure 19B). Le codon GTG peut étre utilisé comeondon initiateur chez les archéobactéries
(Torarinsonet al, 2005, Londekt al, 2005). Notons que la présence de cette valinbies

conservée chez les orthologues PANs B halophiles.
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A)

PANA ntx 1 MMIDTVDDVDLPYDKDSASQQEKI TALQERLEVLETOQNEENVRDKLLDTNAENNKYQKLE 60
PANA_ hm 1 - MIDTVDEVDMPYD- DDASQQKI EAL QERLEVL ESQNEENVRDKLLDANAENNKYQKLE 58
PANA_hs 1 - MIDTVEDVELPYD- DSASQQDKLEAL EEQL STLEEENEENVRDRLLDANAENNKYQQKLE 58

PANB_hfx 1 NMSRSPSLPERPHL DL DPEMSDAERL SAL RQHFERMVDVNREL DORL QNADDRHAELVDEV 60
PANB_hm 1 NMSRSPSLPERPRLELDPDMIPDERL EALREHFKEI VQVNEQL TEQL DAARDRQHDLTDEV 60
PANB_hs 1 NMSRSPSLPDRPTLDVDPESTPAERLNAL QDHYVDI V- VNGEL QAQL DDVEARREELREEV 60

B)

PAN A :

1 CTGTGAGAGGGTGTCGITGTATTCGAGGACCT TGGCGACGAGCTTCGCCGC
51 TCGGECCGEGAGGGATTCGAGT GCGT CCGCCGT CTCGGTAGCGCTCATACCC
101 ACCAGTATCGAATGCGCTGTATTAATTCTTTTGCTATATTTGATGCGCTA
151 CGGTAATTCAGCGGCGEGAT GECT GCGT CGGT CACGEEGAATGGATTCAC
201 CCCCAACGACCGGECTGTGACTGT CTCGCGCGTGCGGT TTCGAACCCCCAC
251 ACAGGTTGGGTCACCCGAAGCCTCTTATGAACTAACACCCTACTCAGT GG
301 TGATGACCGATACCGT CGAGGACGT GGAGCT CCCCTACGACGACAGCGCC
351 TCACAACAGGACAAACT GGAGGECGCTAGAGGAGCAACTCTCTACCCTCCGA
401 AGAGCAGAACGAGGAGATGCGAGACCGGECTGCTTGATGCCAACGCAGAGA
451 ACAACAAATACCAGCAGAAGC
PAN B :

1 GCATCCCGCATTTCTACTACAACTTCTACGTCTTCCAGIACGCCACCGEC
51 ATCTCCGCGECGGET CGCECT CGTCGAGGACAT CCTCGACGACGACCAGCC
101 CGACGCCGCCGCCCGCT ACCGEGAGT TCCTCACCCGECGEGT CCAGCCCGT
151 ACCCGATCGAACT CCTCCAGGACGCCGECGT CGACATGT CCACGAGCGCC
201 CCCATCGAGCGCGCGATCGECGT CTACGACCACT ACCT CGACGAGGCCGA
251 CGACCTCGT CTAACGCCGCGCCGCCACACCCCCGT TTGGECGT CCCGCGCA
301 CGGACAGTGTAGCCTACCCAAAGGAACT TCTACGCGCGGECCCCTATGGAC
351 GGCAACGAATGTCGCGTAGCCCCTCATTGCCGGACCGECCGACGCTCGAC
401 GICGATCCCGAGT CGACGCCGECGEGAACGCCT CAACGCGCTCCAAGACCA
451 CTACGTGGATATCGT GGCGGT CAACGGAGAGCT GCAGGCGCAACTCGACG
501 ATGTCGAAGCCCGCCGCGAAGAACT CCECGAGGAGGT CAACCGCCTCCAG
551 CGCGAGAACGAGACCGCTGAAAACG

Figure 19 : Région N-terminale des protéines PANSs.

A) Séquence protéique des régions N-terminaleditiggents PANs halophiles. La deuxiéme
meéthionine possible est colorée en rouge. B) Sémguancléotidique de la région 5 UTR des
genes PAN A et des génes PAN B. Les différente@rsdhitiateurs sont représentés en rouge.
La séquence Shine-Dalgarno est représentée en hwstoligonucléotides utilisés pour la
réaction d’extension d’amorce sont soulignés. lies sle départ de la transcription tels qu’ils
ont été déterminés par la réaction d’extension dfamsont colorés en bleu.

[11.6.4.1 Deux départs de transcription des PANs

Afin de déterminer si la deuxieme forme courte obse pour les PANs résulte d’'une
utilisation d’un deuxieme site de transcriptionus@vons décidé de cartographier le site de
départ de transcription des deux PANSs par la r@aatiextension d’amorce. Pour la réaction,
nous avons utilisé deux oligonucléotides marquédioaativement situés a 100 p.b
approximativement en aval du deuxiéme codon ieitiatprobable de chaque PAN. Les

oligonucléotides choisis sont représentés suriéraa ci-dessus (Figure 19B).
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Les résultats de la réaction d’extension d’amorggérent qu’il existe deux départs
de la transcription (Figure 20). En effet, la détet par autoradiographie de la réaction
d’extension d’amorce a montré la présence de deadufis pour les deux PANs (Piste
numeéero 1: PAN A et piste nhuméro 2: PAN B) cormesjant a deux départs de la
transcription. Pour PAN A, le premier départ dagcription (S1) se situe a la position — 138
en amont de l'oligonucléotide choisi, ce qui copmsd a la thymine ou a la cytosine en
amont du codon d'initiation probable. Nous n‘av@as pu déterminer la position de l'autre
départ de transcription qui est exclu des limitesrésolution du gel et qui correspond a
'extension de 'TARNm du premier codon initiated?our PAN B, le premier départ de
transcription se situe a la position — 114 en ammtl'oligonucléotide choisi, ce qui
correspond a la thymine ou a l'alanine en amontation initiateur GTG. Il existe aussi un
deuxieme produit d’extension d’amorce qui est exdks limites de résolution du gel
d’acrylamide et qui correspond a l'extension de RMm contenant le premier codon
d’initiation de la traduction. Les résultats dextension d’amorce ont montré que la présence
d’'une forme tronquée des PANSs est liée a I'existeticn deuxiéme départ de transcription
en aval du premier codon initiateur. Ce deuxiempadéde transcription expliquerait la
présence d’'une deuxieme forme tronquée des prsetétdds dans les extraits protéiques.
Dans le cas de PANA, cette forme tronquée aura aoaébut de la traduction le deuxiéme
codon initiateur ATG résultant en une forme troreju€ette forme tronquée aurait un poids
moléculaire de 40,616 Kda et un pl de 4,79 ce gpiiguerait la différence sur le gel SDS et
la différence observée dans le point isoélectreyugel bidimensionnel.

Dans le cas de PANB, la forme tronquée résultéutiidation du codon initiateur GTG avec
un ARN probablement « Leaderless » qui produit pragéine plus courte de 376 acides

aminés de 41,379 Kda et d’'un pl = 4,31 ce qui exgrait aussi la différence observée sur

gel.
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Figure 20: Cartographie de la région 5’ des ARNm ds PANs cheHalobacterium salinarium
par extension d'amorce

A: représentation schématique de la réaction d'esibe d’amorce.

B : détection par autoradiographie des produitdadetaction d’extension d’amorce.

Les ARNm totaux extraits Halobacteriumont été hybridés contre un oligonucléotide marqué
radioactivement avec féP servant comme amorce pour la rétrotranscriptofadégion 5 UTR de
'’ARNmM des PANSs.

La piste 1 représente le produit d’extension obfasaula rétrotranscription de 'ARNm d®AN Apar

un oligonucléotide situé a 90 p.b. en aval du d&uagi codon start. La piste 2 représente le produit
d’extension de '’ARNm de PAN B. Sont représentéasdes fleches les deux sites de transcription
pour PAN A et pour PAN B S1 et S2.

A gauche se trouve une échelle de nucléotides olganune réaction de séquencage par la méthode

de Sanger de la région 5’UTR de PAN A.
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[11.2 Discussion sur I'hétérogénéité N-terminale des prétnes
PANSs

Nos résultats par immunodétection, et les expéegencconsécutives
d'immunoprécipitation, et des gels bidimensionnefg montré que les protéines PANs
s’accumulent dans la cellule sous deux formes tom¢ est tronquée en N-terminale. Cette
accumulation d'une forme tronquée peut avoir deersrigines: elle peut provenir de
l'utilisation d’un deuxiéme site de transcriptiatiun deuxieme site de traduction ou d’une
maturation post-traductionnelle. En absence desiesigs N-terminales des protéines
tronquées, nous ne pouvons pas nous prononcer dagoe définitive pour I'un de ces
mécanismes, quoique nos résultats par extensiomotiéa pointent sur une utilisation de deux
sites de transcription. Ceci n'exclut pas cependlzstwutres hypothéses comme ['utilisation
alternée d’'un deuxiéme site d'initiation de la tretibn ou la maturation post-traductionnelle.
L'utilisation alternée d’un deuxieme site de tratitut est une hypothéese confortée chez PAN
A par le fait qu'on observe la méme forme tronqlag¥squ’on exprime la protéine PAN A
danskE. coli. (Ce qui n’est pas le cas de la protéine PAN EBXteCidée est renforcée par une
autre étude faite sur PAN dééthanocaldococcus janaschilorsque la protéine PAN dd.
janaschii est surexprimée darts. coli, une deuxieme forme tronquée apparait qui résulte
d’une utilisation alternée d’un deuxiéme site den&tDalgarno (Wilsoret al, 2000). A cette
indication s’ajoute aussi le fait que les protéitdsB et de CIpA membres de la famille des
AAA+ sont exprimées sous deux formiesvivo résultant d'une utilisation alternée de deux
sites de traduction (Maurigt al, 2004).

Afin de pouvoir conclure sur les mécanismes resgigies de la génération de cette deuxieme
forme tronquée, plusieurs expériences supplémestdoivent étre réalisées :

- Obtenir les séquences N-terminales des protémeguées. Nos expériences précédentes
par immunoprécipitation et par le gel bidimensidrseesont confrontées a la faible quantité

des protéines. L’augmentation des quantités detimeg dans ces expériences permettrait le
séquencage N-terminal.

- Il serait intéressant de faire des expériences pliglse-chase » sur les protéines PANs afin
de suivre la synthése des deux isoformes des PB&sexpériences permettront de voir si la

forme tronquée est générée avec un certain retardapport a la forme compléte ou pas ce

qui indiquerait un mécanisme de maturation positiciionnelle.
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- exprimer hétérologuement les protéines PANKatbbacteriumdansHaloferax volcanii La
génétique dHaloferax est bien développée et il est facile de surexpritasr protéines
contrairement &lalobacterium.L’expression hétérologue des PANs d&taoferax volcanii
permettra de vérifier dilaloferaxest capable de synthétiser les deux formes daieh@4N,

et si c'est le cas d’'introduire des mutations ateau de la séquence Shine-Dalgarno et du
deuxiéme codon initiateur et regarder si ces marataffecteraient la synthese de la forme
tronquée des PANSs.

Quelle est Iimportance pour la cellule d’avoir dewersions de chaque PAN ? et en quoi

consiste I'importance de cette régulation au nivé&la région N-terminale ?

Le réle exact de la région N-terminale est encoés mal défini chez les AAA-
ATPases en général. Les études structurales ehibimpies sur difféerents membres de la
famille ont suggéré que les domaines N-terminawstitnent des domaines flexibles, distaux
par rapport a 'axe de I'hexamere et localisésatérieur de la surface de I'hexameére et qui
joue un réle important dans la liaison aux substizd région N-terminale porte aussi les sites
de liaison des AAA+ a leurs adaptateurs (Dougaf22Meyer, HH 2000). Comme les sous-
unités régulatrices du protéasome, les PANs possatins leur région N-terminale des
motifs coiled-coil. Les coiled-coil représententsdeotifs structuraux importants dans la
fonction des chaperonnes, mais aussi dans towgdgigons protéine-protéine. Chez les rpt
eucaryotes, les motifs coiled-coil sont supposédiendes interactions entre les différentes rpt
(Richmondet al., 1997 ; Wollenberget al, 2001). La région N-terminale de PAN pourrait
donc influencer linteraction des PANs avec lestires substrats, la présence d’'une forme
tronquée de PAN influencerait l'interaction des FAMt la spécificité des substrats. La
délétion de la région N-terminale en cas ou il s&gd’'un deuxiéme départ de traduction des
PANs éliminerait une partie du motif coiled-coil ygoPAN A (coiled-coil a 17-79 et en
considérant le deuxieme départ situé a + 36) ebseqpit le motif coiled-coil pour PAN B.

(coiled-coil 39-68 et en considérant le deuxiemgaaiéde traduction situé a + 38).

Dans le futur, il sera intéressant d’étudier I'effie I'élimination du peptide N-
terminal sur I'activité des protéines PANsVitro etin vivo. Le comportemenin vivo des
différentes formes de PANSs font I'objet du chapgtivant. En ce qui concerne les propriétés
in vitro, il serait intéressant de produire des protéieesmbinantes qui sont tronquées dans

leur région N-terminale et de regarder I'effet dedélétion N-terminale sur les différentes
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propriétés du complexe telles : l'association, ijomérisation, I'activité chaperonne et
I'activation de la protéolyse par le protéasomes €geériences devraient permettre de dire si
la délétion en N-terminalcorrespond a une activatio systeme PAN ou a une modification
des propriétés fonctionnelles du complexe. En ¢eopcerne la signification physiologique
du role du peptide N-terminal par rapport a la sp#€ des complexes, seules les
expeériencesin vivo pourraient apporter des réponses et en méme tgrapeettre la
détermination des substrats naturels spécifiqu&sN A et/ou PAN B.
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La capacité des protéines AAA+ a conduire des idésibiologiques repose en grande
partie sur leur capacité a s'oligomeériser. La ptugda ces protéines forment des complexes en
anneaux souvent sous forme hexamérique (Lapas, 2002). Ainsi la majorité des protéines
AAA+, partenaires de complexes peptidasiques, gt@sst a ce dernier sous forme
hexamérique et stimule la dégradation ATP-déperdades protéines (Pickast al, 2004).

In vitro, la protéine PAN d&léthanococcus janaschaxprimée sous forme recombinante est
capable de s’oligomériser en un grand complexe giiienent un double hexamére en
présence d’ATP (Zwicket al, 1999). En absence d’ATP, PAN forme des agrégatdubles
(Benaroudjet al, 2000). PAN, sous sa forme oligomérique, est lolgpale stimuler la
dégradation des protéines par le protéasome d’'wareene ATP-dépendante (Zwickt al,
1999). L’'association de PAN au protéasome est saggémais elle n'est pas réellement
démontrée. Il est possible que cette associatibnrassitoire et dynamique, ce qui a pour
conséqguence la difficulté de piéger des complex@d-protéasome associés (Forsétral,
2005).

Quels sont les états d’'oligomérisation et d’asgmriades protéines PANs dans les cellules
d’'Halobacterium? Est-ce que les deux PANs forment un seul compgiéxérooligomérique
ou forment-ils deux complexes différents dans lale? Est-ce que les protéines PANs sont
capables d’interagir dans la cellule ? Sont-elesoeiées au protéasome d’'une maniere stable
et labile ? Les protéines PAN modifiees en N-tealds présentent-elles les mémes
propriétés que la protéine native ?

Pour répondre a ces questions, nous avons utlliséeprs approches. La premiere consistait
a étudier I'oligomérisation des protéines PAINsvitro par la surexpression des protéines
recombinantes daris. coli. Nous avons tenté de purifier les protéines recoarties dans le
but de voir en premier lieu si chacun des deux PAdscapable de s’oligoméridervitro et
puis si les deux protéines sont capables d’intertgie former un complexe en solution.

La deuxieme approche est I'étude des protéinesldangontexte cellulaire natif étant donné
la facilité de cultiver ces archéobactéries. Notena ainsi étudié les PANs dans leur contexte
natif en utilisant plusieurs méthodes: la premiéonsistait a essayer de purifier le(s)
complexe(s) PAN & partir des extraits totauwHalbbacteriuma travers les techniques
conventionnelles de chromatographie et de puriticautilisées dans le laboratoire, la

deuxieme consistait a étudier I'état cellulo des différents complexes (oligomérisation,
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association) en utilisant la séparation sur gradiensucrose et enfin nous avons étudié les

interactions entre les différentes protéines panumoprécipitation.

I Etudes des PANs recombinante® vitro

Les protéines PANs recombinantes ont été sureg@asndang. coli parl'utilisation
du systeme d’expression pET (matériels et méthodes)r purification s’est confrontée a
plusieurs problemes :

Le faible niveau d’expressiarPlusieurs souches d’expression ont éte testaed’ameliorer

le niveau d’expression, cependant les deux praéifNs sont faiblement surexprimées et
ne sont pas détectables sur un gel de bleu de asmEnalous avons utilisé une souche BL21
Top 10F (Invitrogen) qui a permis une bonne expoasdes protéines recombinantes, et qui

faciliterait la purification de ces protéines atpai’E. coli.

La solubilité des protéines PAN&es deux PANs ne sont pas solubles en conditiomsse
salinité, ceci reflete probablement leur caractéaéophile qui est indiqué par leur point
isoélectrique tres bas. L'utilisation des tampoostenant de fortes concentrations de sel n’a
pas permis non plus de solubiliser les protéinedN$Aecombinantes . L’utilisation d’un
tampon contenant de fortes concentrations de sebic@ a I'utilisation du détergent (Triton-
X100) a permis la récupération des protéines reamankes dans le surnageant.

Les méthodes de purification standards utilisées fgopurification des protéines halophiles
telles la précipitation différentielle en sulfatamimonium n’étaient pas trés efficaces pour la
purification des protéines PANs. Les protéines PAddstrouvent avec la majorité des
protéines dE. coli apres précipitation en ammonium sulfate. Nous svi@sté plusieurs
concentrations d’'ammonium sulfate, et nous avamsvér que PAN peut étre solubilisé a 1.5
M concentration en ammonium sulfate. Diverses &fiias pour la purification des protéines
halophiles (détaillées dans Matériels et Méthodes)été utilisées. Dans la majorité des cas,
les protéines ne s’accrochaient pas sur les cotondisées ou présentaient un profil
d’élution non résolutif. Pour pouvoir purifier Iggotéines recombinantes, il faudra utiliser
une autre méthode de purification. Le plus simphais I'étiquetage des protéines par la GST
ou par des étiquettes Histidines qui permettraé parification plus rapide et plus efficace

des deux protéines en conditions agrégées ou aépatsuivies d’essai de renaturation.
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Il Tentatives de purification du (des) complexe(s) PAN
a partir des extraits d’Halobacterium

Nous avons procédé en utilisant les techniquesidégation des protéines halophiles
déja développées au laboratoire a la purificaties ®ANs a partir des extraits totaux
d’Halobacterium La purification des protéines halophiles estipalitrement délicate car ces
protéines se déplient lorsque la concentrationeatrdisninue. (Pour plus de détails sur les
différentes étapes de purification, voir matératlsnéthodes).

Apres deux étapes de centrifugation, une colonimeedaction hydrophobe et une colonne
eéchangeuse d’ions et une colonne d’hydroxylapdésedeux protéines PANs ne sont toujours
pas identifiables en gel SDS-PAGE 1D coloré (Figit8). Au cours de ces purifications, la
forme courte des protéines PANs s’est révéléeitistable et nous détectons trés faiblement
ou pas du tout sa présence au bout de la troistgape de purification (Figure 21B). Nous
avons procédé a une chromatographie sur gel idirapour pouvoir accéder a des
informations concernant le degré d’oligomérisati@s deux PANs partiellement purifiés. Les
fractions de la colonne d’hydroxylapatite contenbast protéines PANs ont été dialysées
contre un tampon contenant 3M KCL avant d’étre It&ssosur colonne HPLC de type G3000
(figure 21 C). La colonne a été calibrée avec lesyglexes halophiles déja purifiés au
laboratoire et dont la masse moléculaire est dajawe : la malate déshydrogénase halophile
130 kda, Le complexe TET halophile (500 Kda) epietéasome (750 kda). Les résultats en
chromatographie sur gel filtration ont montré ges protéines PANs sont oligomériques et
gu’ils sont élués dans les fractions 14 et 15 deolanne. Ces fractions correspondent aux
fractions entre la malate déshydrogénase et le lex@TET, ce qui suggere que les protéines
PANs possedent la capacité de s’oligomériser. Glpenes résultats ne permettent pas de
dire si les protéines PANs forment un seul complexedeux complexes différents et
nécessitent des études biophysiques beaucoup ploofandies. Les protéines PANs
présentent apparement les mémes caractéristiqysgcpithimiques et elles se comportent
pratiguement de la méme facon au cours de towtqauldfications.

Nos études ont montré que les formes courtes déésBant tres instables, et elles sont
perdues au cours des purifications, probablementlesa étapes de purification sont tres

longues et les échantillons sont gardés sur plissjeurs.
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Figure 21 : Récapitulatif des différentes étapes deurification du complexe PAN.

A) Gel récapitulatif coloré au bleu de coomassie résumnies difféerentes étapes de la
purification.

B) Immunodétection des différentes étapes de puiidicat

C) Chromatographie sur gel filtration du complexe PApartiellement purifié et
immunodétection des différentes fractions issuds delonne.

S30: surnageant apres centrifugation a 3000080 SEurnageant aprés ultracentrifugation a

160 000 g. S4B: fractions d’élution des PANs gées aprés colonne d'interaction

hydrophobe. DE52 : fractions groupées apres lano@océchangeuse d'ions. HAT : fractions

groupées apres la colonne d’hydroxylapatite.

Nous avons pu conclure apres ces difféerentes étdoesirification que les protéines
PANs n’étaient pas tres abondantes dans les extpadtéiques dHalobacteriuma la
différence du protéasome par exemple qui consfitége2 % des extraits protéiques totaux
d’Halobacterium
Nous nous sommes rendus compte que la purificates protéines PANs nécessite une
stratégie différente, cependant la particularité geotéines halophiles nous limite dans le
type des matrices de chromatographie qu’on peusichmour la purification du complexe.
Nous avons donc essayé d’adopter la méme stratpgiecelle utilisée pour purifier le

protéasome 20 8’'Haloarcula marismortui(Franzettiet al, 2002). La stratégie consiste a
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faire une précipitation différentielle au PolyEtdye Gycol suivie d'un chauffage des extraits
protéiques. C’est une stratégie rapide et trésafé pour la purification du protéasome 20S.
Cependant, la stratégie de la purification s’egré® inutile car les protéines PANs tombaient
dans le culot avec la majorité des autres protéapeds chauffage des extraits. Ceci est d
probablement a la nature « chaperone-like » de BAiN tendance a s’associer aux protéines
en voie de dénaturation pour empécher la formatemagrégats.

Les tentatives de purification ont fourni quelqueaseignements sur I'oligomérisation des
PANSs cependant elles ne permettent pas de dies sldux PANs peuvent interagir ensemble
pour former un seul complexe. De plus, du fait'mhstiabilité des formes tronquées, on ne sait
pas si celles-ci sont incorporées au niveau du texap

Nous avons utilisé alors une méthode plus direategprgserverait la nature de I'échantillon,
Pour cela, nous avons fractionné des extraits lagks totaux et analysées les extraits par

utltracentrifugation sur gradient de sucrose.
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Il Oligomeérisation et interaction des PANsn vivo

Pour étudier I'état d’oligomérisation des PANs dansontexte cellulaire, nous avons
eu recours au fractionnement sur gradient de secros
Deux types d’expériences ont été mis au point :
La premiere vise a obtenir des informations corengria localisation cellulaire et I'état
d’association des PANs a des complexes supramaléesiin vivo en optant pour une lyse
osmotique douce qui préserve les interactions iaudeel’échantillon.
La deuxieme expérience vise a obtenir des infoonaticoncernant uniquement I'état
d’oligomérisation. Dans ce protocole, la lyse daspviolente (ultrasons) et les extraits sont

clarifiés par une ou deux étapes de centrifugation

[11.1 Localisation cellulaire des PANs dans les cellules

Afin d'étudier la localisation cellulaire des PAN$nembranaire, associés aux
polyribosomes ou associés a des complexes lousgskuspensions cellulaires sont lysées
doucement par dialyse contre un tampon contenarfbrties concentrations de sel (3,4 M
KCIl) et de magnésium (60 —-100 mM) qui va préseriex interactions au sein de
I'échantillon. Aprés homogénéisation, le lysat@sposé au sommet d’'un gradient de sucrose
de 7-30%, la présence des PANs dans les difféerdraesons est détectée par « Western
Blot ».

Les résultats du fractionnement du gradient deosecont montré clairement une localisation
différente de PAN A et de PAN B dans les extragutaires (Figure 22). En effet, pour PAN
A, on constate que, dans les extraits bruts, I&épre est essentiellement retrouvée dans les
fractions « lourdes ». Ce qui traduit une assamiate PAN A avec des complexes de haut
poids moléculaires. La méme expérience a été é&adéin présence de triton, un détergent qui
rompt les liaisons avec les composés lipidiquestedeis I'ensemble de PAN A est réparti
dans les fractions légérds. cellulo, PAN A est donc associé a des complexes sensibles
triton, probablement des membranes. Mais éventuelé au protéasome dont la liaison
pressentie avec les protéines PAN peut étre égateseasible au triton (en effet le triton a
déja été décrit comme pouvant déstabiliser lesant®ns protéines /protéines). On constate
également une différence de comportement entrddas isoformes avec l'isoforme courte

majoritairement dans les fractions légeres. La éorlongue » semble interagir avec au
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moins deux complexes différents, on observe en éfiex maxima, I'un dans la fraction 11 et
'autre dans la fraction 15. Ce qui n’est pas Ie paur l'isoforme « court » qui ne présente
gu’'un seul maximum dans la fraction 11. La fractibh pourrait elle correspondre a
'association PAN /protéasome Pour PAN B, on obseanne distribution de la protéine
majoritairement dans la fraction légere non assoeié absence ou en présence de triton.
Cette différence flagrante entre PAN A et PAN B ¢ofgne d’'un comportement et donc d’un

réle probablement différent au sein de la cellule.

7% sucrose 30% sucrose

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15

™ - - -~
- Triton ke “ pany — - ——
Anti-PAN A [ ) -— = : «
+ Triton = - <
4 8 9 10 11 12 13 15

- Triton B.-—"‘a ...,# <—*

+ Triton F - - . N ¥

Figure 22 : Localisation cellulaire des PANsI'Halobacterium salinarium

Anti-PAN B

Les cellules d4alobacteriumont subi une lyse douce par dialyse contre un ¢amfpoid
contenant de fortes concentrations de sel et den&&iigm en présence ou en absence de triton.
Le lysat a été déposé ensuite sur un gradient deosmi 7-30% afin de déterminer la
localisation cellulaire des PANSs.

La présence des PANSs dans les différentes fracti@ié détectée par immunodétection.

Note : la fraction 11 dans l'immunodétection PAN d8rrespond a un extrait E’ coli
surexprimant PAN B dans sa forme entiére déposémmoroontréle positif permettant la
détection de la forme longue.
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IIl.2 Etat d’oligomérisation des PANs et association au

protéasome

Pour regarder I'état d'oligomérisaton des PANSsleeir association potentielle au
protéasome et a d’autres complexes, nous avoiseutih gradient de sucrose continu de 7 a
30% de sucrose. Les cellules ont été resuspendunssuth tampon de lyse hypersalin (3,4 M
KCI), et deux étapes de centrifugation et d’ultracéugation ont été utilisées pour éliminer
les débris cellulaires et les membranes.

Afin d’avoir des renseignements sur la taille desiplexes de PANs, nous avons précalibré
le gradient avec du protéasome 20S purifié (760) ijdasedimente a peu prés au milieu du
gradient (fraction 7 majoritaire) dans les conditioexpérimentales choisies.La position
d’autres protéines Halobacterium salinariuma été révélée par immunodétection. Nous
avons utilisé des anticorps anti malate et desams anti - TET qui corespondent a des
complexes de poids moléculaire 130 Kda et 500 Kespeactivement (Résultats non
présenteés).

La figure 23 montre que PAN A et B sédimentent migwement dans les fractions de bas
poids moléculaires. Dans la cellule, les protéiR@dN sont donc essentiellement sous forme
non hexameérique, et non associées de facon stadxddeaprotéasome. Il existe une différence
de comportement en ce qui concerne la forme cal@tedeux protéines. Pour PAN A et pour
B lisoforme «long » donne un signal maximal ddadraction 3 ce qui correspond a une
forme di ou trimérique Dans le cas de PAN B, undigale la forme « courte » sédimente
plus loin dans le gradient. Elle présente deux maxiun dans la fraction 1, correspondant
probablement a une molécule monomérique, et uniéimexdans la fraction 5 qui d’'aprés
notre calibration pourrait étre la forme hexamegigie 270 KDa. Or c’est sous cette forme
gue les protéines PAN joueraient leur rle actwageir la protéolyse protéasome dépendante.
Pour PAN A les isoformes n’ont pas la capacité’diégemeriser en hexamere. On trouve un
signal maximum dans la fraction 3 (isoforme «lo)iget 4 (Isoforme « court »). Il est
important de noter qu’on ne retrouve pas d'assiotiavec le protéasome pour PAN A et B
dans les extraits solubles (pas de signal maximans ¢a fraction 7 /8), ce qui indique que
les protéines PAN interagiraient avec le protéasamdacon dynamique via des liaisons

faibles et donc labiles.
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Figure 23 : Etude d'oligomérisation des protéines RNs sur un gradient de sucrose de 7-
30%.

Les extraits protéiques totaux HHlobacterium ont été partiellement purifiés par
ultracentrifugation, et le surnageant a été ensidfifsé au sommet d’un gradient de sucrose de
7-30%. Le gradient a été calibré par le protéasdd®halophile, et le complexe TET halophile
(500 Kda) et le complexe malate désyhdrogénaseKtz0 Les différents gradients ont été
fractionnés et les 15 fractions du gradient ontséieanalysées sur gel pour la visualisation des
protéines par coloration au Coomassie Blue, soiVy@stern Blot pour 'immunodétection des
protéines PANS.

A : Immunodétection de PAN A dans les fractiongydadient

B : Immunodétection de PAN B dans les fractiongcdient.

C : Calibration du gradient avec le protéasome 2i8phile

D : Détection des fractions 7,8,9,10 sur un geéamoloration du bleu de coomassie montrant
la présence des sous-unités du protéasome 20S.

Les deux formes des protéines PANs sont indiquéesdes fleches, la protéine entiére est
désignée par une astérique.

La plupart des protéines AAA+ nécessitent pour lgigomérisation et leur interaction
avec leurs partenaires protéolytiques de I'ATRysnavons donc pensé qu’une augmentation

de la concentration de 'ATP dans les extraitsutaites avant leur dépét sur le gradient
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permettrait une récupération d’'une partie des P&iNs forme oligomérique libre ou associée
avec le protéasome dans un complexe supramolézulair

Les résultats préliminaires de notre travail onteafvement montré une distribution
différente des PANs dans les extraits pré-inculzdex de 'ATP, les deux PANs A et B
sédimentent dans la fraction 15 « lourde » apépdiddes extraits sur un gradient de sucrose.
Ce décalage des PANs dans les fractions possédahtut coefficient de sédimentation
suggere une association des PANs avec le protéagprae addition de I'ATP aux extraits
cellulaires. Il serait donc intéressant de reprerlds mémes expeériences et de vérifier la
distribution du protéasome et de son activité tgldu gradient ainsi que les protéines PANs

avant et aprés I'addition de I'ATP.
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1.3 Les PANs sont capables d’interagir pour former un
complexe hétérooligomérique

Dans le but de déterminer si les PANs sont capabieteragirin vivo pour former un

complexe hétérooligomérique, nous avons décidé daliser des expériences
d'immunoprécipitation.
Pour ce type d’expérience, il était nécessaire éerdhiner les concentrations protéiques de
I'échantillon et les concentrations de sel pernm¢téala fois de préserver les interactions au
sein de I'échantillon, et la solubilité des pro&&srhalophiles, tout en gardant une spécificité
de la réaction anticorps-antigene.

Nos résultats montrent qu’il est possible d'immuéajpiter spécifiquement PAN A
et PAN B jusqu’a une concentration saline de 2,X® dans le tampon de réaction (Figure
24 A). On obtient un optimum d’efficacité dans M5KCI. Ces conditions correspondent a
un environnement « natif » pour les protéines ahmexes halophiles (la concentration
saline intracellulaire dépasse les 3 M KCI). Dams conditions hyposalines, la réaction
d'immunoprécipitation demeure tres spécifique comeenontre I'absence de signal non
spécifique (résultats non présentés) quand orseitiliautres anticorps dirigés contre d’autres
protéines halophiles (TET, la malate déshydrogériaseatalase peroxydase, ...). Lorsque la
réaction d'immunoprécipitation avec l'anticorps PANest conduite dans des conditions
natives ( > 1,5 M KCL), nous détectons la présetieePAN A dans I'immunoprécipité.
Cependant la réaction est faible dans le sensdayéa présence de PAN B est faiblement
détectée par une réaction d'immunoprécipitation’paticorps PAN A.

Ces expériences montrent que PAN A et PAN B inissagt ensemble et uniquement en
conditions natives dans les extraits cellulairésadbbacterium salinariunfFigure 24B)

Dans ces expériences dimmunoprécipitation, nousvaris pas pu détecter les
« isoformes » courtes des deux protéines PANs, raiomment aux expériences
d'immunoprécipitation décrites dans le chapitrecpdnt dans lesquelles nous avons pu
immunoprécipiter I'isoforme courte des deux PANsnome I'ont montré les résultats de
spectrométrie de masse. Il est possible que darlalitions de basse salinité ( dénaturantes
pour les protéines halophiles), on bloque le méraeiresponsable de la disparition des
isoformes courtes dans les extraits cellulaire®if Yé chapitre sur les essais de purification

des complexes PANS).
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Figure 24: Co-immunoprécipitation des protéines PANA et PANB.

A)Mise au point de I'immunoprécipitation a de diféntes concentrations en sel. B) co-
immunoprécipitation des protéines PAN A et PAN BlLes extraits protéiques totaux
d'Halobacterium salinariumont été incubés en présence de I'anticorps PAN uAde
'anticorps PAN B. Le complexe précipité a été etesanalysé par immunodétection pour la
présence de la protéine PAN A ou la protéine PARNButilisant le Kit « TrueBLot ». E.T:
extraits protéiques totaux Halobacterium salinariumC : contréle. Les protéines PAN A et
PAN B co-immunoprécipitées sont indiquées par uoieé
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[11.4 Discusssion sur I'oligomérisation et l'interactiondes PANs

Il est intéressant de souligner que nos expériemmegrent que les formes entiéres «
full-length » des deux PANs sont capables de Safiériser. Les complexes oligomériques
de bas poids moléculaire détectés dans nos expésiate fractionnement cellulaire sur un
gradient de sucrose correspondent a des hétérowigs PAN A/PANB. En conséquence, il
est vraisemblable que I'activation du protéasom& 2ar le complexe PAN'Halobacterium
salinariumse fasse via un hexamere hétérooligomeérique labdei suggere que I'absence du
peptide N-terminal ne constitue pas un mécanisnaetigtation des PANs qui induit leur
oligomérisation. Il s’agit plus vraisemblablemeruird « état alternatif » des PANs destiné a
modifier leurs propriétés de liaison aux substrats.
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CHAPITRE Il : ROLE CELLULAIRE DES PANS
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Le role cellulaire des PANs n’est pas encore banpris en particulier on ne sait pas
si en l'absence du systeme ubiquitine et de coneplbx type 19S, ils jouent un rble de
régulateur dans la protéolyse et ou dans le cantt®lrepliement des protéines. La plupart des
études portaient sur les caractéristiques biochiesicde la protéine recombinante.vitro
PAN est capable de stimuler la dégradation deséimed par le protéasome (Zwickt
al.,1999). PAN agit également comme une chaperonnécuiaire capable de solubiliser les
agrégats (Benaroudj al., 2000).

Nous étions donc intéressés a comprendre le rdlsiglbgique des PANs et en particulier
leur participation au systéme de contrble de qial#s protéines. De plus, la présence de
deux PANs chezHalobacterium salinariumpose la problématique sur la régulation de
'expression de ces deux protéines. Les deux presépartagent une similarité significative
(plus de 60 %), elles different essentiellemenhagau de leurs régions N-terminales et C-
terminales, ce qui suggeéere que les protéines peueemplir des fonctions non redondantes
dans la cellule.

Nous avons effectué une étude d’expression des RAN# protéasome au cours de la
croissance et dans des situations environnementilestress. Nous avons suivi les
modifications d’accumulation des ARNm et des prwéi En parallele a notre étude
d’expression, nous avons initié un projet de daéhitide genes PANs et protéasome (Knock-

out) qui nN'a pas abouti suite a des problemes  de onage.
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I Co- Régulation des PANs au cours de la croissance

I.1 Introduction
Toutes les bactéries possédent la capacité de usipliar et de se diviser. Ce

phénomene résulte en une augmentation du nombcellddes ce qu’on appelle croissance
cellulaire. La croissance cellulaire ou accroissenoedonné des composants de la bactérie
nécessite la mise en place de nombreuses réad#oagntheses de macromolécules dans la
cellule notamment la synthése de 'ADN, de 'ARNdets protéines. Dans un systéme clos,
les bactéries se divisent activement lorsqu’eltes ransférées dans un nouveau milieu. Elles
présentent alors une courbe de croissance aveeqlases typiques : une phase de latence
au cours de laquelle la bacté&imthétise les enzymes adaptées au nouveau milieiphase
exponentielle ou les cellules sont en divisionvatie nombre de cellules bactériennes est
doublé résultant en une fonction exponentielleaderbissance ; une phase stationnaire ou les
cellules arrétent de se diviser et se trouventa&nde privation des nutriments et une phase de
déclin ou les cellules commencent a mourir par baeeérienne.

Le passage d'une phase de croissance a I'autreosgiagne par de grands changements au
niveau de I'expression des génes (Gottesman, 1982rotéolyse cellulaire intervient dans
de nombreux processus régulateurs permettant lel@wmulement de la croissance cellulaire
notamment la phase stationnaire qui constitue hasestressante pour les cellules a cause de
leur privation en nutriments (Gottesman, 2003). Lles bactéries, le niveau protéique de
nombreuses protéines régulatrices est ajusté parotéolyse cellulaire, Ainsi Chez. coli,

les niveaux du régulateur de la division SulA etrdgulateur de la synthese de la capsule
RcsA sont contrdlés par la protéolyse (Mizusatval, 1983 ; Torres — Cabassaal, 1987).
Durant la phase stationnaire, la protéolyse adaugénération des acides aminés nécessaires
a cause de la privation du milieu extérieur eniments, elle intervient également dans la
dégradation de nombreuses enzymes dont le niveawffexté par I'entrée en phase
stationnaire (Weichast al, 2003).

Chez les eucaryotes inférieurs et en particulez&accaromyces cerivisiae protéasome
joue un rdle important a la fois dans les cellus phase exponentielle et en phase
stationnaire. Le protéasome contrdle la dégradateonombreuses protéines impliquées dans
la progression du cycle cellulaire (Kirshregral, 1999). La fonction exacte du protéasome et
de son complexe régulateur 19 S en phase statrenmaist pas encore bien comprise. Alors
que les cellules qui sont défectueuses dans laésaidu protéasomenip-/-)sont incapables
d’entrer correctement en phase stationnaire (Fuprebal, 1998), des études assez récentes
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montrent que le protéasome 26S se désassemble enmyriexe 20S et 19S lorsque les
cellules entrent en phase stationnaire et qui siapagne par une chute de la protéolyse
protéasome-dépendante, les auteurs suggerent uanisi@e de contrble de l'activité du
prottasome en phase stationnaire via le désasggmnloa protéasome 26S en deux
complexes : le 20S qui aurait alors un réle lindité dégradation des peptides, et le complexe
19S qui pourrait participer au systeme de contddequalité des protéines (Bajorek et al,
2003).

Nous étions intéressés a comprendre le réle queepeyouer les deux protéines PANs au
cours de la croissance cheélalobacterium salinarium La présence de deux PANs qui
different par leurs extrémités N-terminale et Grieale posait la question du réle respectif
de ces PANs au cours de la croissance. Il était duaressant de voir si les PANs sont co-
régulés au cours de la croissance ou s’ils soférdiitiellement régulés. La régulation des
PANSs par rapport aux sous-unités du protéasome gddiculierement intéressante afin de
regarder si les différentes protéines sont co-gsgulpar les mémes mécanismes dans la
cellule. Nous nous sommes intéressés a la sous-algha car elle constitue le partenaire
potentiel des protéines PANs. Nous avons donc $aiighangement du niveau d’expression
des PANs et de la sous-unité alpha du protéasomeoans des différentes phases de la

croissance.

.2 Etude d’expression des PANs au cours de la croissam

Afin d’étudier le role des PANs au cours de laigsance chezalobacterium
salinarium, les cellules ont été transférées dans un nouveélguret différents points de la
croissance correspondant a divers stades de ksarae ont été aliquotés afin de les analyser
au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel
Halobacterium salinariummontre une courbe de croissance typique des bestaviec une
phase de latence rapide, une phase exponentiellse Bguelle le nombre de cellules
augmente d’'une fagcon exponentielle et une phaserstaire ou les cellules arrétent de se
diviser. Le temps de générationHdlobacteriumsalinarium est de 10 heures comme le

montre la figure 25.
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Figure 25 : Courbe de croissance typique #lalobacterium salinarium

Halobacterium salinariumprésente une courbe de croissance typique avetemps de
génération relativement long de l'ordre de 10 heuteé phase de latence est tres courte, la
phase exponentielle dure environ 40 heures, ephase stationnaire avant que les cellules ne

commencent a mourir.

[.2.1 Régulation au niveau transcriptionnel

Les ARNm accumulés dans les cellules des diffésephases de la croissance ont été
extraits, et les variations des transcit8NA, PANBet celui de la sous-unité alpha du
protéasome (psmA) ont été détectés par autoragibigrgpar des sondes ARN « anti-sens »
dirigés contre les ARNm deAN Aet PANBet la sous-unité alpha du protéasome. Au cours
de la croissance, les ARNm de PAN A, PAN B et lassonité alpha (psmA) sont détectés
sous forme d’ARNmM monocistroniques dont la tailerespond a celle prédite pour les genes
PAN A(1218 p.b)PAN B(1236 p.b) et le genesmA(732 p.b).

Les résultats par Northern Blot (Figure 26) ont im®mune accumulation des ARNm
tres similaire pour les deux PANs. En effet, leeaiv des transcrits augmente d’'une fagcon
significative des I'entrée des cellules en phagmegntielle, atteint son maximum au milieu

de la phase exponentielle, puis décroit remarquabiea la phase de transition entre la phase
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exponentielle et la phase stationna@eiand les cellules rentrent en phase stationnaire,
nouvelle augmentation des niveaux des trandeAfd Aet PAN Best observée.

Quant a la sous-unité alpha du protéasome, ledtatsswulu « Northern blot » ont
montré que les niveaux étaient plus ou moins catsstaut au long de la croissance avec une
légere diminution au milieu de la phase expondgtiet une diminution de ces niveaux quand
les cellules sont en fin de phase stationnaire. \a$ations de la sous-unité alpha du
protéasome ne corrélaient pas avec les mémesigasatservées dans le cas des PANSs.
Nos résultats montrent que le niveau des transgessPANs est régulé. Deux niveaux de
régulation ont été observés: une premiére regulaties I'entrée des cellules en phase
exponentielle, une deuxieme régulation dés I'entié® cellules en phase stationnaire. Quant
a la sous-unité alpha du protéasome ; les varmgtthnniveau des transcrits sont observées

uniquement en fin de phase stationnaire.

€0 €1 €2 C3 (4 (o Co

ek b Sonde psma

Sonde panA
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Figure 26: Variation des transcrits PAN A et PAN Bet celle de la sous-unité alpha du
protéasome au cours de la croissance

Des cellules ont été prélevées a différents terepsraissance qui sont indiqués par une fleche
sur la courbe, et les ARNm de ces points sont ixted sont séparés sur un gel d’agarose —
formaldéhyde et transférés sur membrane de nitubasé. Le dépdt des échantillons est vérifié
par les ARN ribosomiques 23S et 16S suite a uneratidbn du gel au bromure d'éthidium
(panneau du bas). Les différents transcrits sostigndétectés par les sondes ARN anti-sens
synthétisée vitro et marqués radioactivement WP. Les transcrits sont ensuite détectés par
autoradiographie.
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[.2.2 Régulation au niveau protéique

Dans un deuxieme temps, nous avons voulu vérdieta régulation au niveau
transcriptionnelle se reflete au niveau protéigNeus étions aussi intéressés a suivre les
variations des isoformes des PANs au cours dedssance. Les échantillons de cellules
utilisées pour les analyses en Northern Blot ogt &talysés par immunodétection. Nous
avons uniquement pu suivre le changement des nivées protéines PAN A et PAN B car
Nnous n'avons pas pu obtenir un anti-protéasomeudét. Les anticorps dirigés contre les
sous-unités du protéasome donnaient un signafditéle et non exploitable méme apres des
essais de purification de I'anticorps.
Les résultats de 'immunodétection des PANs A atANs B (Figure 27) montrent que le
niveau des protéines des PANs variait au coursadadissance. En effet, une variation est
observée lorsque les cellules entrent au débutad@hbse exponentielle, les niveaux
protéiques diminuent légerement a la transitiorreet phase exponentielle et la phase
stationnaire, une autre petite augmentation estitengbservée lorsque les cellules entrent en
phase stationnaire. Les deux isoformes de chaaqiéipe variaient d’'une facon trés similaire
au cours de la croissance. La régulation des nwelsuprotéines PANs corréle avec les
variations observées au niveau des ARN messagepgndant la variation des protéines n’est
pas aussi marguante que celles observées au nideddRNm. Ce qui suggére que la
régulation des genes PANs se fait essentiellementiieau de la transcription, et que la
demie-vie des protéines PANis cellulo est relativement longue ce qui explique que les
variations constatées au niveau des ARNm se rafletsec une moindre ampleur au niveau

protéique.

Co0ClC2C3C4C5¢Ce
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Figure 27 : Variation des niveaux protéiques de PANA et de PAN B au cours de la
croissance.

Les extraits protéiques totaux de différentes phatela croissance ont été séparés sur un gel de
polyacrylamide 12%. La présence des protéines P&hs que leurs isoformes est ensuite détectée
par des anticorps spécifiques dirigés contre PANRAN B. Les échantillons prélevés sont indiqués
par une fleche sur la courbe.
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1.3 Signification physiologique de la co-régulation de$?ANs en
fonction de la croissance

Lorsque les cellules rentrent en phase expontntielles se divisent activement, et
beaucoup de processus biochimiques importants sienhen route telle la réplication de
I’ADN, et la synthese protéique. La régulation pigsi observée pour les transcrits RSNSs
a ce niveau peut contribuer au bon fonctionnementas$ processus dans la cellule dans le
contrble de la demie-vie des protéines régulatricess aussi dans la participation au systeme
de contréle de qualité des protéines néosynthétisksms la cellule. Durant la phase
exponentielle, un grand nombre de protéines nébétinées sont défectueuses et nécessitent
pour leur élimination I'action concertée des chapees et des protéases dans la cellule.

Les PANs sont aussi régulés positivement des Eentles cellules en phase stationnaire, ce
qui implique une importance des PANs dans I'adaptales cellules a la phase stationnaire :
une phase de stress pour la cellule. Il serait dot@ressant d’essayer de déterminer les
partenaires des PANs au cours des différentes phdsela croissance. L'approche par
immunoprécipitation couplée a la protéomique dézetbppée et bien mise au point pourrait
constituer une bonne méthode afin de détermingpdei®naires potentiels de PANs selon les

différentes phases de la croissance.

La co-régulation des deux PANs au cours de lassamice indique que les deux
protéines puissent s’assembler en un seul complét@ooligomérique dans la cellule. Les
résultats des expériences d'immunoprécipitatiort vlams ce sens car elles montrent que les
PANSs sont capables d’interagir ensemble.

Les variations de la sous-unité alpha du protéasanmmurs de la croissance montrent que les
sous-unités du protéasome ne sont pas sujette€me nype de régulation que les protéines
PANs. Nous ne savons pas comment la régulation stes-unités alpha au niveau
transcriptionnel se réflete au niveau protéiquesj gette régulation a un effet sur I'activité du
protéasome. Il serait donc intéressant d’étudiactiité du protéasome au cours de la

croissance.
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Il Régulation des PANs en fonction du stress

[I.1 Introduction
La survie des microorganismes dépend en grande pkr leur capacité a surmonter

rapidement les changements dans leur environnerbardause, ou I'élément stressant peut
étre de plusieurs types, par exemple physique gBt#v de teméprature) ou chimique
(augmentation ou diminution du pH, salinité ou antcation en oxygene) (Hadt al, 1995 ;
Watson, 1990). Une des composantes clés du ssessdnaturation des protéines (Parsell&
Lindquist,1993). Certaines protéines perdent eet édur configuration native, fonctionnelle,
et ont tendance a s’agréger. Les cellules réporaemt stress par I'induction de la synthése
d’'un groupe de protéines, appelées de ce faitéimed de stress (Georgopoudisal, 1994 ;
Heckeret al.,1996 ; Morimoto, 1998, Macariet al.,1997). La concentration de ces protéines
dans la cellule va augmenter, protégeant ainsllale des effets destructeurs engendrés. Ces
produits vont favoriser la remise en état de ldutelpermettant ainsi la renaturation des
protéines partiellement dénaturées. (Parsell& Linstg 1993). Les protéines de stress sont
souvent appelées « heat shock » ou Hsps dan$élatiitre pour des raisons historiques. Les
Hsp ont été observées pour la premiere fois chairdaophile exposée a une température
supérieure a son optimum de croissance (Ritos$2)19

La participation du protéasome ou de ses complegadateurs au systeme de contrble des
protéines n’est pas encore élucidée chez les drabt#ies. Une étude sur I'archéobactérie
Thermoplasma acidophilursuggére que le protéasome est indispensable uméqnieen
conditions de stress, les cellules présentent tmiesance normale en présence de la drogue
inhibitrice du protéasome mais sont incapablesutei\se lorsqu’elles sont soumises a un
choc thermique (Ruepgt al.,1998).

D’autres études de notre laboratoire suggérent de’daibles concentrations en sel, qui
constituent des conditions de dépliement de preteinalophiles, le protéasome 20S est
toujours fonctionnel et capable de dégrader de&®imes en voie de dépliement comme la
malate désyhdrogénase halophile sans l'aide de leaewp régulateurs ATPasiques de type
PAN. Ceci suggere que le protéasome 20S pourrasieagonditions de stress pour éliminer
les protéines défectueuses sans l'aide de compiégetateurs PANs (Franzedt al.,2001).

In vitro, les PANs possédent une activité chaperonneydeidans le systeme de contrble de
gualité des protéines est déja évoqué, il était daeressant d’étudier leur participation a une

telle réponsén vivo.
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Pour étudier la participation du protéasome etedesous-unités régulatrices PANs dans une
réponse au stress, nous avons dresseé trois typgsetdiences :
- leur régulation pendant un stress rapide résuttamt changement brusque et brutal
dans I'environnement extérieur
- leur régulation en fonction d’'une adaptation a tress. Le stimulus serait alors un
stress de plus longue durée mais de faible in&ensdus avons opté alors pour une
adaptation a de faibles concentrations en sel.
- Leur régulation a des conditions de stress enepo&sd’une drogue inhibitrice du

protéasome.

[I.2 Régulation du protéasome et des PANs apres un choc

thermique et salin

Pour étudier le réle du protéasome et des PANSs ldaréponse au stress, des cellules
d’'Halobacterium salinarium en pleine phase exponentielle ont été soumises @&hoc
thermique, ou un choc salin.

Halobacterium salinarium a une température optimale de croissance de 42°@Qnet
concentration en sel optimale de 40% NaCl. Il &éaiic convenable pour des expériences de
choc d’augmenter drastiquement la température, eobaisser la concentration en sel. En
effet, une augmentation de la température, ou uméndtion de la concentration en sel
provoque I'accumulation des protéines défectuedses le cytoplasme et induit la réponse
cellulaire au stress (Danielst al, 1984 ; Kuoet al 1997 ; Mojicaet al, 1997) Pour
déterminer les conditions optimales pour les exgnées de stress, nous avons utilisé dans des
expeériences préliminaires un contrble positif, kermosome. Le thermosome est une
chaperonine dont le role a été déja bien établs dare réponse au choc thermique et salin
chezHaloferax volcanii(Kuo et al, 1997). Nous avons donc choisi les d¢ans optimales

ou le thermosome serait induit en suivant par imoadétection le niveau protéique grace un
anticorps dirigé contre la sous-unité alpha duntosome.

Pour le choc thermique, les cellulesidlobacteriumde la phase exponentielle (Osf= 0.5-

0.6) ont été transférées dans un bain-marie a &°@es échantillons ont été prélevés au
tempst=0, 15, 30’ et 1h. Pour un choc saks, d¢ellules sont diluées de 25 % NaCl jusqu’a
10% NacCl et les échantillons sont alors prélevéemps t= 0, 30, 1h, 2h.
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Les échantillons des deux expériences ont été tenanalysés par « Northern blot » pour
détecter le changement au niveau des ARNm de ls-waité alpha du protéasome et des
PANSs ou par immunodétection pour suivre les vanatides protéines PANS.

[1.2.1 Réponse au niveau transcriptionnel

Lorsque les cellules ont été soumises a un stresmique ou salin, les résultats par
Northern Blot ont montré un comportement différpour PAN A, PAN B et la sous-unité
alpha du protéasome.

Le niveau des transcrits de la sous-unité alphprdtéasome diminuait drastiquement apres
les expériences de choc thermique et salin tanesitré par la figure 28. En revanche, pour
PAN A, on constate une nette induction consécyiougr les deux chocs thermiques et salins.
Nous avons observé une augmentation du niveaurdesctits de 7 a 8 fois de celui du
contr6le. Le niveau du transcrit PAN A diminuairepune heure de choc thermique et aprées
deux heures de choc salin.

Quant a PAN B, dans le cas du choc thermique nemssaobservé une induction des 15 min
du choc thermique. En parallele a cette inductimys avons observé I'accumulation d’'un
nouveau transcrit de plus grande taille qui n'éfms détecté dans les conditions non
stressantes. Dans le cas du choc salin, nous rsgaasvu d’induction au niveau du transcrit
PAN B, cependant nous avons observé des 30 miaksalin 'accumulation de nouveaux
transcrits dont la taille est de 1 a 1,5 kb de mue le transcrit détecté en conditions non

stressantes.
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Figure 28 : Etude de la régulation transcriptionnele des PANs au cours du stress salin et
thermique.

Les cellules dHalobacterium salinariunont subi un stress thermique par transfert de 378G

°C; ou salin par transfert de 25 % NacCl jusqu’a%aNaCl. Les ARNm extraits aux temps
indiqués ont été analysés par Northen Blot. Lasstiats PAN A, PAN B et ceux de la sous-
unité alpha ont été détectés par autoradiogra@riegs sondes ARN anti-sens marqués au 32P.
Le dépbt des échantillons a été vérifié par les Aftddsomiques 23 S et 16 S aprés une
coloration du gel au bromure d’éthidium.

Nos résultats montrent que contrairement a la saits-alpha du protéasome, les protéines
rpt-like PAN sont tres fortement régulées au niveanscriptionnel en conditions de stress.
PAN AetPAN Bne présentent pas les mémes profils de réguletigparticulier, on constate
une modification drastique de I'état des ARNmM deNPRB et I'apparition des transcrits

supplémentaires.

[1.2.2 Régulation au niveau post-transcriptionnel

Nous avons donc vu que la régulation des PANs taméponse au stress est bien
évidente au niveau transcriptionnel. Mais qu’enriledti niveau des protéines ?

Les résultats présentés dans la figure 29 montreatrégulation différentielle des
protéines PANs. Les deux isoformes de la protéiddN PA sont induites avec une
augmentation de 3 a 4 fois aprés un choc thermagusalin. Ce profil d'induction est tres

similaire a celle du thermosome . Par contre,daraé de PAN B, nous avons observé une
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diminution du niveau protéique des deux isoformpees le choc. Dans le cas du choc
thermique, nous avons observé une diminution deanivdes protéines une heure apres le
choc thermique ; alors que dans le cas du chog, daldiminution est beaucoup plus tardive

et nous I'avons observé deux heures apres le @tioc s
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Figure 29 : Varitation des niveaux protéiques de PN A, PAN B et du thermosome au
cours de stress thermique et salin.

Les extraits protéiques prélevés aux temps indiguélgessus ont été séparés sur un gel SDS
12% et les différentes protéines ont été déteg@esnmunodétection par des anticorps dirigés
spécifiguement contre chacune de ces protéines.

[1.2.3 Discussion sur la réponse des PANs au stress

Nos résultats ont montré que les deux protéinessPéiNa sous-unité alpha du protéasome
sont différentiellement régulées au cours du stress
PAN A se comporte comme une vraie protéine de sirafuite au cours de deux types de
stress différents, ce qui suggére que PAN A paujoaer un réle régulateur notamment dans
les conditions de stress en activant I'éliminaties protéines défectueuses par le protéasome
dans la cellule. Il est également possible quelliation de PAN dans les cellules soit liee a
son activité chaperonne ou anti-agrégation suggeaekes expériences vitro effectuées sur
la protéine recombinante d&éthanocaldococcus janaschii

Pour PAN B, l'altération des niveaux de transquis le stress s'accompagne par une
diminution du niveau protéique au cours du stressj suggere que PAN B joue un réle
différent de PAN A au cours du stress. On peut inexggue PAN B aurait plus un réle de
ménage dans la cellule en assurant I'éliminatios getéines régulatrices ou en jouant un

réle dans le contréle de la qualité des protéirEssynthétisées . L’apparition des transcrits
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supplémentaires qui apparaissent uniquement enitmorsd de stress suggérent une co-
transcription de PAN B avec d’autres génes en amomn aval en conditions de stress. Cette
accumulation de nouveaux transcrits peut proveniagynthése de nouveaux transcrits ou de
la stabilisation de certains ARNm polycystroniqueie altération au cours du stress de
l'activité de I'exosome : complexe responsable aedégradation des ARNm pourrait étre
responsable de I'apparition de ces transcrits sump@htaires en conditions de stress. En effet,
la stabilité de certains ARNm est influencée pasdinité du milieu extérieur et la demie-vie
de certains ARNm est augmentée lors d’'une diminutie la salinité dans le milieu extérieur
(Roderet al,1996).

La sous-unité alpha du protéasome est régulédtivégent au cours du stress. La
signification de cette diminution par rapport a @ugmentation du transcrit PAN A n’est pas
bien comprise, des études plus poussées sur Iltéctiu protéasome dans des cellules
stressées devraient permettre de conclure sidietiaution de transcrits de sous-unités alpha
s’accompagne par une diminution au niveau protéiguenfluence vraiment I'activité du
protéasome en conditions de stress. Il est int@neéske tester si dans les cellules stressées il y
a une chute de la protéolyse protéasome-dépendanteesurant I'activité du protéasome sur

des substrats fluorégéniques de cellules stresséescellules non stressées.
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II.3 Co-transcription de PAN B avec d’autres genes en nditions

de stress

Lors de la réponse au stress, nous avons obsangdle cas de PAN B I'accumulation
de plusieurs nouveaux transcrits de plus grandle @i n’étaient pas présents au cours de
conditions normales de croissance. Nous étions dht@resses a savoir a quoi correspondent
ces longs transcrits détectés en conditions desssti@our avoir une idée sur ces longs
transcrits potentiels, nous avons analysé la régimmmosomique du genBANB afin
d’identifier des opérons polycistroniques potestiéla région chromosomique du géhsNB
comprend plusieurs génes candidats qui peuventéitenscrits avePANB. (Figure 30A).

En amont du gen®AN Bde 1236 p se trouve un cadre de lecture correspbridaine
protéine homologue a une oligoendopeptidase (1459 ¢t en aval du ger®AN Bse trouve
deux petits cadre de lecture (482 p.b et 510 mbespondant a des protéines hypothétiques
et non identifiées. Cette organisation du gene HRMSst assez conservée chez les autres
espéeces halophiles du méme groupe dont le génomdigmnible et notamment chez
Haloarcula marismortui

La taille du long transcrit détectée par les NarihBlot (a peu pres vers les 3000 p.b)
correspondait plus a un long cadre de lecture,utesuggere que la co-transcription serait
beaucoup plus probable avec I'oligoendopeptidasegjoG. De plus, I'oligoendopeptidase
s’est avérée particulierement intéressante, cée oligoendopeptidase est I'homologue de la
thimet oligoendopeptidase : enzyme impliquée darmepradation des peptides généreés par le
protéasome chez les eucaryotes (Sarial, 2004). Cette oligoendopeptidase pourrait donc
constituer un partenaire probable de PAN B et ilseeait pas étonnant que PAN B et
I'oligoendopeptidase appartiennent a un méme opérdoit par le stress car les genes
appartenant a un méme opéron codent pour des mestéiont les fonctions peuvent étre
associées (Jacob and Monod, 1961).

Nous avons donc tenté de démontrer une co-tratiseri entre panB et
I'oligoendopeptidase, nous avons eu recours a hodé RPA pour ribonuclease protection
assay. Pour détecter la co-transcription entre FBANLt I'oligoendopeptidase, nous avons
construit une sonde complémentaire au transcrg pgneré par la co-transcription putative
entre PANB et I'oligoendopeptidase, et cela en siksant une sonde de 594 nt

complémentaire au début de I'ORFAN B et complémentaire a la fin de 'ORF de
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I'oligoendopeptidase telle indiquée par la figueBR Les ARN messagers totaux extraits des
expériences de choc thermique et de choc salin qirssles échantillons contrbles ont été
donc hybridés contre la sonde transdriteitro et marquée atfP radioactif, et la réaction a
été ensuite digérée par l'utilisation d’'un mélamjdase A/RNase T qui va digérer les ARN
simple brin. Les produits de digestion ont étéugasanalysés sur un gel de polyacrylamide
et détectés par autoradiographie. Les résultatad®radiographie (figure 30 C) ont montré
la présence d’'une bande majoritaire aux alentoeird0d nt et une autre bande de plus faible
intensité située vers les 90 nt. Ces deux bandesspmndent aux deux fragments d’ARN
protégés dont les extréemités correspondent aux rideple transcription et confirment
I'existence d’'une hétérogenéité d’ARN messagerBA B comme I'ont montré les résultats
obtenus par extension d’amorce décrits dans leittedp Dans nos résultats, noosvons
pas pu détecter la sonde compléte dans aucun deeleastillons qui devrait correspondre au
long transcrit généré par la co-transcription efAN B et I'oligoendopeptidase. ce qui
suggére que probablement il n'y a pas de co-trgment entre le genePAN B et
I'oligoendopeptidase. Nous n'avons pas détectéptos la partie de la sonde correspondante
a I'oligoendopeptidase, ce qui suggere que l'oligtopeptidase n’est pas transcrite.

Avant de conclure de facon définitive, il est née@® de refaire les expériences. En effet,
l'intégrité de la sonde n’était pas maintenue aurgale I'expérience comme le montre la
piste 2 du gel représenté dans la figure. Ceci peupécher I'hybridation de la sonde
complete sur la totalité de sa longueur. Il seandéiressant de construire une sonde plus courte

gui sera moins sujette a la dégradation.
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Figure 30 : Ribonuclease protection assay pour déteer la co-transcription entre panB et
I'oligoendopeptidase.

A) Représentation schématique de la région chromosemite PAN B chez Halobacterium

salinarium (Hs) et Haloarcula marismortui (Hm).

B) Représentation schématique de la RPA. Une sondserd de 594 nt a été synthétisée

vitro et marquée au & 'UTBP. Cette sonde est complémentaire au début de IFYR¥Bet

a la fin de 'ORF de l'oligoendopeptidase. Les frats d’ARN qui sont protégés de
l'attaque de la ribonucléase sont présentés. $eslfsagments détectés par autoradiographie
sont colorés en rouge.

C) Détection des fragments d’ARN protégés sur un ggbalyacrylamide 5 % - 7 M urée. MM :

marqueur poids moléculaire RNA century plus. Srdgocompléte non digérée. C1 : contrble
sonde digérée toute seule. C2: sonde +ARN nonifgpér de levure digéré. 1 : Extrait
d’ARNm contréle. 2 : Extrait dARNm choc thermique min. 3 : extrait d’ARNm choc
thermique 60 min. 4 : Extrait dARNm choc salin 8n. 5 : extrait d’ARNm choc salin 60
min.
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II.4 Réponse cellulaire des archéobactéries halophilesans

I'adaptation a de faibles concentrations salines

La réponse cellulaire a un stress dépend de I'sitieret de la durée du stimulus. La
réponse a un stress rapide n'implique pas forcéhesnnémes mécanismes que ceux mis en
jeux lors d’'une réponse a une exposition prolorggé@ae situation environnementale hostile.
Plus le stimulus est fort et brusque, moins letulss seraient capables de le surmonter sur
une longue durée et de récupérer aprés retour ecaladitions de croissance standards
(Macarioet al, 1997). Enfin au dela d’'un seuil critique, lefiides ne peuvent plus supporter
le stress et meurent.

Un stress rapide va provoquer l'induction transétaie protéines de stress qui sont en
général des chaperonnes et des protéases pournipré\aecumulation des protéines
défectueuses dans le cytoplasme. Une réponse adapéation implique la mise en place de
processus plus efficaces sur une longue durée maguler la globalité des processus de
synthése dans la cellule. Nous avons voulu étugides protéines PANs et le protéasome
participent a I'adaptation des archéobactériesplies a différentes concentrations en sel.
Les expériences qui sont présentées dans les aetiespsuivantes (Adapatation a difféerentes
concentrations salines et réponse a la drogue NIS@8) préliminaires et incompletes mais

qui portent des indications et des perspectives podravail futur.

Halobacterium salinariunet Haloarcula marismortusont des archéobactéries halophiles
extrémes qui sont capables de survivre dans dektioms salines proches de la saturation. La
concentration optimale en sel pour la croissan¢taldbacterium salinariunest de 4.2 M
alors que celle tHaloarcula marismortuest de 3,5 M.

Nous avons étudié l'adaptation de ces deux miceoosgnes a de difféerentes
concentrations en selHalobacterium salinariumet Haloarcula marismortui ont été
transférées dans des milieux de culture conteresitdncentrations de sel variables de 2 M,
2,5M, 3M, 3,5M et 4,2M (en dessous de 1,5 M letutsd se lysent par choc osmotique) et
nous avons suivi la croissance des cellules pameseire de la densité optique.

Les résultats montrent ddalobacteriumn’est pas capable de survivre que dans des milieux
contenant au minimum 3 M NaCl en concentration. tearbes de croissance dans des
milieux contenant 4,2 M, 3,5 M et 3 M ont montréwallure assez similaire avec un temps de

génération tres proche.
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Contrairement &H. salinarium Haloarcula marismortuiest capable de survivre dans de
faibles concentrations en sel jusqu’a 1,5 M. Uenmtassement de la vitesse de croissance est
observé pour les cellules qui poussent a 2,5M2Ma Les cellules qui poussent a 2,5 M ont
pu atteindre la méme densité optique de cellepoussent dans des conditions normales.

Les cellules qui poussent a 2 M n’ont pas pu alteirdes densités optiques tres hautes, la

densité optique a diminué drastiguement suitenadd cellulaire aprés un cycle de dilution.

Halobacterium salinarium Haloarcula marismortur
Densité optique o[ 4,2 D2er|5si're optique
1,81 = [3,5 '
1,61 [3] 5 A
1,44 [2,5
1,21 —¥— 15 —0—;3!\4
1 | ¥
/ \ 2,5N
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Figure 31: Adaptation d’Halobacterium salinarium et d’Haloarcula marismortui a
différentes concentrations de sel.

La figure montre le suivi de la croissance (meglgda D.O) sur plusieurs générations. Sur
'axe des abscisses est représerfigel’de la culture en heures, et sur I'axe des ogkmest
représentée la densité optique mesurée a 620 nm.

hY

Nous avons tenté d'adapter progressivement les dmigroorganismes a des
concentrations en sel plus basses. Rdéalobacterium salinariumil n'a pas été possible
d’amener les cellules a se développer normaleméans des concentrations en sel plus
basses. En revanche, pdtaloarcula marsimortuijl a été possible d’obtenir des cultures qui
se développent normalement a 1,5 M NacCl.

L’ensemble de ces expériences met en avance ligeeH. marsimortuiest une souche
d’archaea particulierement apte a surmonter lesste en conséquence représente un bon
systeme pour des études protéomiques de I'adaptddi® organismes halophiles aux milieux
salins.

Nous avons procédé a une immunodétection des tsxtaiulaires provenant de cellules
cultivéesde Haloarcula marismortuile la sous-unité alpha du thermosome et de PAEN d
différentes conditions de salinité. Les cellules été prélevées a 3 stades de croissance :

phase de latence, phase exponentielle et phagenstite. Les résultats ont montré que les
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niveaux protéiques du thermosome ou de PAN B restehangés pour une méme phase de
la croissance quand les cellules poussent dansiligu roontenant différentes concentrations
en sel plus basses (Résultats non montrés). Nopsunens pas a ce stade conclure que le
thermosome et les protéines PANs ne participentapésdaptation a de conditions salines ;
les expériences n'ont pas été reproduites plusitmiss et des études supplémentaires au
niveau transcriptionnel doivent permettre de carcki les protéines PANs et le protéasome
participent a I'adaptation a différentes concerdret en sel.

1.5 Réponse cellulaire des archéobactéries halophilespras

inhibition du protéasome par la drogue NLVS

Nous n'avons pas pu réaliser des mutants (KO) de&asome ou des protéines PANSs,
nous avons donc décidé d’étudier la réponse celuliiHalobacteriuma une inactivation
chimique du protéasome par l'utilisation de droguhibant son activité. Chez les
archéobactéries, l'inhibition de l'activité du pgasome a été effectuée sur I'archéobactérie
Thermoplasma acidophilumn utilisant le NLVS comme inhibitefRueppet al,1998). Le
NLVS ou tripeptidyl vinyl sulfone inhibe I'activitérypsine-like, chymotrypsine-like et
l'activité peptidyl gultamyl du protéasome via laodification irréversible des sites actifs
thréonine des extrémités N-terminales des sougsiniéta du protéasome (Boggd
al.,1997). L’inhibition de l'activité¢ du protéasomechéobactérien par le NLVS n’avait
apparemnt aucun effet sur la croissanceTtermoplasma acidophiluymndiquant que le
protéasome n’'est pas essentiel dans les condithmmsales de croissance. Cependant
l'inhibition du protéasome au cours d'un stressritfigue résulte en une incapacité des
cellules a surmonter le stress. |l était doncreggant de tester la réponse cellulaire des
archéobactéries halophiles aux stress salin lorsglles-ci sont incubées en présence d’'une
drogue inhibitrice du protéasome. L'objectif étadgalement d’observer le comportement des
protéines PANs et du thermosome en situation desk&t protéolytique.

Nous avons testé plusieurs concentrations de drfigugM et 30 uM) sur les deux
souches dont on dispose au laboratoirdalobacterium salinariumet Haloarcula
marismortui.Nous avons donc ajouté la drogue a des celluleklbat de phase de croissance
et nous avons suivi la croissance de ces cellyyd@s mesure de la densité optique. Les
résultats de la figure 32 ont montré qu’en condgide cultures normales, les cellules étaient
capables de croitre normalement en présence dedaalNLVS.
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Figure 32: Réponse des archéobactéries halophilespres l'addition de la drogue
inhibitrice du protéasome NLVS.

A gauche : Réponse cellulairdHgilobacterium salinariunau cours de la croissance aprés
'addition de la drogue inhibitrice du protéasomé&M$. Les cellules issues d'une phase
stationnaire ont été reprises dans des milieuxecamit 4,2M NaCl (C = contrble sur la figure)
ou en présence de 3 M NaCl (S sur la figure) epradeset en présence de 8@ de NLVS.

A droite : Réponse cellulaire ldaloarcula marismortuiau cours de la croissance apres
'addition de la drogue inhibitrice du protéasom&M$. Les cellules issues d'une phase
stationnaire ont été reprises dans de milieux camie3,5 M NaCl (C= contrble sur la figure) en
en présence de 2,5 M NaCl (S= stress sur la figemebsence et en présence dqu80de
NLVS.

Nous avons testé si les cellules pouvaient surmdmtgress en présence de la drogue
inhibitrice. Les cellules ont été donc incubéessddas milieux de culture contenant des
concentrations de sel différentes (nous avons cBdispourHalobacteriumet 2,5 M pour
Haloarcula marismortuiqui correspondent a une situation de stress ntabeldoour les
cellules), et la drogue a été ensuite ajoutée dutdde la phase de croissance. Nous avons
ensuite suivi la croissance par un suivi de la id&@ptique.

Aucune différence sur la croissance entre lesulesll stressées ou non stressées n'a été
observée pouHalobacterium salinarium Par contre, pouHaloarcula marismortui les
cellules stressées a 2,5 M en sel en présencediledae ont poussé normalement jusqu’a en
milieu de la phase exponentielle et meurent.

A ce stade du travail, il est nécessaire de faireantréle pour tester I'efficacité de la drogue
sur le protéasome a la farsvivo etin vitro, nous ne savons pas si la différence observée pour

la réponse de la drogue enttalobacterium salinariunet Haloarcula marismortuiest due a

142



tel-00011475, version 1 - 27 Jan 2006

CHAPITRE Il

une inefficacité de la drogue a pénétrer dans tieptgsme dHalobacterium salinariumll est
aussi possible qu'a de concentrations en sel trateh (4,2 M, ou 3 M), la drogue est moins
soluble ce qui la rend inefficace.

Nous avons aussi testé la réponse a la drogueéserme d'un stress thermique (Résultats
non montrés). L’expérience consistait a faire uoccthermique de 15 min a 60°C et remettre
les cellules a pousser normalement. Nous n'avosypale différence entre la croissance des
cellules en présence ou en absence de drogue.

En parallele & notre étude sur la réponse celtulairla drogue aprés un stress ou une
adaptation, nous avons étudié la réponse cellulirbout de trois heures de l'ajout de la
drogue cheHaloarcula marismortuien I'absence d’'un stre¢sous doutions de l'efficacité
de la drogue sudalobacterium salinariufn

Nous avons étudié I'accumulation de la protéine ARt de TF55 dans les cellules traitées
par la drogue a une concentration deu®0 et nous avons suivi les variations de PAN B et
TF55 au cours des trois heures qui suivent I'aolditie la drogue (Figure 33). TET est un
complexe peptidase qui a été proposeé étre respendgalyélimination des peptides issus de
l'activité du protéasome 20 S (Franzedtial, 2002). Nos résultats préliminaires ont montré
induction de TF55 et de PAN B une heure aprepliade la drogue d’'une facon assez
similaire pour les deux protéines.

Ces résultats sont intéressants car ils suggenentannexion entre le systeme chaperonne et
la fonction de la protéolyse cytosolique : notee gette connexion a été déja proposée pour
les cellules eucaryotes dans lesquelles une attérae I'activité du protéasome provoque une
stimulation d’'un systeme heat shock (Besfal, 1997). Dans le cas de PANB, l'induction de
la protéine indique que la régulation des proteiR@iNs est contrdlée par l'activité de la
protéolyse cytoplasmique. Dans le cas de TET, naisservons pas d'altération supposée du
niveau des protéines en réponse a une inhibitidiadévité du protéasome.

Ces résultats sont néanmoins préliminaires et neysouvons pas nous prononcer de fagon

définitive sur I'effet de la drogue stialoarcula marismortui
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Figure 33 : Variation des protéines TET, TF55 et PN B aprées I'addition de la drogue NLVS
inhibitrice du protéasome.

Les cellules dHaloarcula marismortu(phase exponentielle) ont été incubées en présn8OuM
de la drogue NLVS pendant 3 heures. Aux temps udigles cellules ont été récupérées par
centrifugation et analysées par immunodétection.
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L’objectif de la these était de préciser le rolegggblogique des deux protéines PANs
dans la protéolyse cellulaire chelalobacterium salinariumLes études sur I'état des deux
protéines PANsn vivo ont révélé la présence de deux isoformes (Sché&mwapitulatif
spéculatif 1). Ces deux isoformes sont probablengtérées par une hétérogénéité des
ARNmM dans leurs extrémités 5’ qui a pour effet deduire a l'utilisation d’un deuxiéme site
de traduction.

Il sera important dans un travail futur de déteenifextrémité N-terminale de chacune des
protéines et de vérifier par I'utilisation de camstions contenant la région 5’ non traduite de
chaque PAN s’il y a une utilisation d’'un deuxienite sle traduction.

A ce stade du travail, nous ne savons pas l'effetette hétérogénéité N-terminale sur les
propriétés d’assemblage, de reconnaissance dasaslet d'association avec le protéasome.
On peut tout de méme dire que la forme tronquédkeeplius instable que la protéine « full-
length ». Il est cependant clair que les deux protéines PAN®resin vivo interagissent
ensemble pour formerde petits complexes hétérankigimues, que ceux-ci ne s'assemblent
pas d’'une facon stable avec le protéasome. Il is¢éggesssant d’étudier le caractere ATP-

dépendant de I'association des protéines PANs lavy@otéasome.

Schéma récapitulatif |:
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En ce qui concerne le réle physiologique, nous avoontré que les deux protéines
sont co-régulées au niveau transcriptionnel etieean protéique au cours de la croissance.
n revanche, il apparait que PAN A dans les conulitide stress se comporte comme une
protéine heat shock alors que pour PAN B, on ctmstme altération du profil de
transcription et une chute du niveau protéique auscdu stress. Ceci pourrait indiquer un
réle biologique différent des PANs avec un compl&&N A majoritaire qui sera plus
impliqué dans I'élimination des protéines mal rép$ alors que PAN B aurait plus un role

dans I'élimination des protéines régulatrices (Sthéecapitulatif II).

Schéma récapitulatif Il:
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