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Liste des abréviations

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit

ITC : isothermal titration calorimetry

RMN : résonnance magnétique nucléaire

N-His/ C-His : séquence de polyhistidine respectivement a I’extrémité N et C-terminale
MBP : maltose binding protein

GST : glutation S-transférase

Ni-NTA : nickel nitrilotriacétate

SDS-PAGE : gel d’acrylamide en condition dénaturante

HEPES : acide N-(2-hydroxyéthyl) pipérazine-N’-(éthanesulfonique)
Tris :tris (hydroxyméthyl) aminoéthane

EDTA : acide éthyléne diamine tétraacétique

DTT :1-4-dithiothréitol

u.a. : unité arbitraire

IPTG : isopropyl-B-D-thiogalactoside

CGD : Chronic Granulomatous Disease
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Introduction générale

Cette these a été réalisé en collaboration entre le laboratoire « Structure et Propriétés
des Architectures Moléculaires du CEA-Grenoble» et le « Laboratoire des Protéines
Membranaires de I’Institut de Biologie Structurale, Grenoble ».

Le complexe de la NADPH oxydase est un complexe multi-protéique impliqué dans la

défense immunitaire non spécifique. Il se décompose en deux parties: une partie

1 phox 2ph0x

membranaire de deux protéines, gp 9 et p2 et une partie cytosolique avec trois
protéines p47™", p677" et p40P™*. Au cours de ma thése, je me suis intéressée a ces trois
facteurs cytosoliques. Ce sont des protéines modulaires : toutes les données structurales
connues au début de ce travail concernaient des domaines isolés. Cependant, la connaissance
des structures des facteurs cytosoliques entiers seuls et en complexe permettrait de mieux
comprendre la dynamique des interactions du complexe mises en jeu lors de son activation et
de sa désactivation. Une premiere approche envisagée pour obtenir des informations
structurales sur les facteurs cytosoliques entiers a été la cristallisation bidimensionnelle sur
des monocouches de lipides a I’interface air/eau et la microscopie électronique. Mais devant
les difficultés rencontrées, nous nous sommes orientées vers une étude en solution des
facteurs cytosoliques par diffusion des rayons X aux petits angles. Ces deux approches ont été
utilisées car elles permettent d’obtenir des enveloppes des protéines dans lesquelles il sera
possible de replacer les différentes structures connues des domaines isolés. Parallelement, la
cristallographie des rayons X sur deux domaines des facteurs cytosoliques alors inconnus a
¢été entreprise.

Avant de présenter ces différents aspects du travail, nous introduirons le complexe de

la NADPH oxydase, puis nous établirons un bilan des connaissances a I’heure actuelle.
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Le complexe de la NADPH oxydase
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I.Le systéme immunitaire

Un organisme vivant est perpétuellement soumis a des agressions extérieures par des
agents pathogénes comme les bactéries ou les virus. Sa défense est assurée par les globules
blancs ou leucocytes. Cette lignée cellulaire responsable de la défense immunitaire est
composée par cing types de cellules différentes : les monocytes, les granulocytes neutrophiles,
basophiles et ¢osinophiles et les lymphocytes. Elles permettent le fonctionnement de deux
types d’immunité : spécifique et non spécifique qui interviennent simultanément. Le systéme
immunitaire spécifique permet la reconnaissance et 1’élimination d’organismes étrangers, par
exemple certaines souches du virus de la grippe. La réaction de défense va se traduire par la
production de cellules lymphocytes spécialisées et d’anticorps : ceci est déclenché par les
antigeénes présents sur I’agresseur. Chacune des réactions de ce systéme agit contre une cible
spécifique la reconnaissant au milieu des autres, ceci la différencie du systéme immunitaire
non spécifique. La défense non spécifique de 1’organisme contre un agent pathogene fait
intervenir des leucocytes phagocytaires ou phagocytes qui vont ingérer les agents infectieux
afin de les détruire : c’est la phagocytose. Le principal acteur de ce systeme de défense est le
granulocyte neutrophile (neutrophile) qui représente plus de 60% de la population
leucocytaire. Les systémes immunitaires spécifiques et non spécifiques agissent en étroit
rapport I’un avec 1’autre. Nous allons dans un premier temps décrire les neutrophiles ainsi que

leur fonctionnement.

I1. Destruction des agents pathogénes par les neutrophiles

1.Les neutrophiles

Les neutrophiles appartiennent a la lignée granulocytaire des leucocytes. Ces cellules
ont pour caractéristique un noyau polylobé et la présence de granules dans le cytoplasme

(Figure 1). De plus, elles possédent la capacité a quitter le compartiment vasculaire afin de
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migrer vers le foyer infectieux. Des trois représentants de la famille des granulocytes
(neutrophiles, éosinophiles, basophiles), les neutrophiles sont les principaux acteurs de la
phagocytose, les deux autres intervenant dans la réponse allergique et la lutte contre les

infections parasitaires.

S’

Figure 1: Granulocyte neutrophile entouré d’hématies. La partie plus sombre a Pintérieur du neutrophile

est le noyau polylobé.

La destruction d’un agent infectieux par les neutrophiles passe tout d’abord par sa
phagocytose. Lors d’une infection, les neutrophiles sont attirés par des médiateurs chimiques,
ils vont donc quitter la circulation sanguine et migrer vers le foyer infectieux. A ce niveau,
I’agent infectieux a été préalablement préparé : sa surface est recouverte d’opsonines par le
systéeme immunitaire spécifique. Les neutrophiles possedent a leur surface des récepteurs aux
anticorps de type IgG et aux protéines du complément. Ceux-ci leur permettent de reconnaitre
I’agent infectieux et de s’attacher dessus. La phagocytose se fait ensuite par I’intermédiaire de

I’invagination de la membrane du neutrophile.

2.Destruction du contenu du phagosome par le complexe de la NADPH

oxydase.

Suite a I’internalisation de 1’agent pathogene par les neutrophiles, le phagosome formé
doit étre ensuite détruit. Pour cela, le neutrophile synthétise des espéces dérivées de
I’oxygene : ’eau oxygénée (H,O,) puis de I’eau de javel (HOCI). Elles sont formées a partir

d’ions superoxydes (O;"), eux-mémes produits au sein d’un complexe multi-protéique, le
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complexe de la NADPH oxydase (Figure 2). 1l s’agit d’une enzyme qui permet la réduction
monoélectronique de 1’oxygéne moléculaire en ion superoxyde. Le donneur d’électrons est le
NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit). La formation des ions
superoxydes consiste en un transfert d’¢électrons du NADPH a I’oxygeéne O, selon la réaction

suivante : NADPH + 20, -> NADP' + H' +20,~

Phagosome NADPH oxydase

Granules
lysosomiaux

Cyele des
pentoses-P

Bactérie
opsonisée
Membrane plasmigque

Figure 2: Destruction d’une bactérie par un neutrophile. Par invagination de la membrane plasmique du
neutrophile, I’agent infectieux est ingéré. Ceci entraine la formation du phagosome et d’espéces réactives
dérivées de ’oxygéne.

Les especes dérivées de 1’oxygene produites sont fortement réactives et vont permettre la
destruction de I’agent pathogéne. Toutes les protéines de ce complexe sont présentes dans la
cellule mais ce n’est que lorsqu’elles s’assemblent de fagon spécifique que se déclenche la
production d’ions superoxydes. De cette facon, la réponse d’un organisme a une agression est
précise et rapide. La compréhension du mécanisme d’assemblage et le role des différents

partenaires sont a la base de notre étude.

I11.Le complexe de la NADPH oxydase

Le complexe de la NADPH oxydase est un complexe multi-protéique composé de

deux protéines membranaires (gp91°™, p22P"*) et de trois facteurs cytosoliques (p47°™,

p67°™* p40P"*) ainsi que de la petite protéine G dénommée Rac. La dénomination phox
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indique la fonction dans laquelle intervient le complexe de la NADPH oxydase : phagocyte
oxydase. Dans les trois protéines cytosoliques, des domaines structuraux ont été identifiés.
Nous allons dans un premier temps nous attacher a les décrire, puis la composition et le role

des différentes protéines au sein du complexe de la NADPH oxydase seront présentés.

1.Dysfonctionnement du complexe de la NADPH oxydase.

Le complexe de la NADPH oxydase est donc responsable de la production d’espéces
réactives de I’oxygene. Une dérégulation du systéme est responsable de dommages tissulaires
comme D’arthritre rhumatoide ou certaines formes de glomérulonéphrites. L’absence ou un
trés faible niveau d’activité du complexe NADPH oxydase est due a des mutations des genes
codant pour un des composants du complexe. Elles sont responsables d’un syndrome
d’immunodéficience du systéme immunitaire non spécifique : la granulomatose septique
chronique (CGD). Les especes réactives dérivées des ions superoxydes sont importantes pour
la destruction des pathogeénes. Par conséquent, les patients atteints de CGD sont touchés par
de séveres infections. Dans la majorité des cas, les mutations responsables ont lieu sur le géne
codant pour gp91°"*, les facteurs cytosoliques p47°™* et p67°"* ainsi que p22P"* sont aussi
impliqués dans la CGD. Les différents types de CGD existant sont décrits dans la revue de
Heyworth [Heyworth et al, 2003].

2.Les différents domaines structuraux.

Les trois facteurs cytosoliques sont des protéines constituées de différents modules
structuraux. Nous allons dans un premier temps décrire ces motifs avant d’expliciter les
différentes fonctions des facteurs cytosoliques, p47°™, p67°™* et p40P"**. Les modules ont 6té
identifiés sur la base d’alignement de séquences, et adoptent un repliement caractéristique
indépendant du reste de la protéine. Au niveau des facteurs cytosoliques du complexe de la
NADPH oxydase cinq motifs structuraux différents sont présents :

-PX pour Phox domain

-SH3 pour Src Homology domain 3,
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-PP pour Polyproline,
-TPR pour Tetratricopeptide Repeat domain,
-PB1 pour Phox and Bem domain 1

a) SH3 et PP

Les domaines de type Src Homology 3 ou SH3 ont été identifiés par Pawson en 1995
[Pawson et al, 1995]. Ils sont présents dans différentes sortes de protéines de la signalisation
cellulaire (Sarc), de la réponse inflammatoire et du cytosquelette (Actin binding protein,

ABPI1p [Drubin et al 1990]).

] Boucle RT f f B 3y B
e ik

CSH3 p67 KKGSQVEALFSYEATQPEDLEFQEGDI ILVLSKVNEEWLEGE--CKGKVGIFPKVFVEDC
SH3 p40 MAAPRAEALFDFTGNSKLELNFEAGDVIFLLSEINKDWLEGT --VRGATGIFPLSFVKIL
NSH3 p47 IILQTYRAIADYEKTSGSEMALSTGDVVEVVEKSESGWWFCQ--MKAKRGWIPASFLEPL
CSH3 p47 YAGEPYVAIKAYTAVEGDEVSLLEGEAVEVIHKLLDGWWVIR--KDDVTGYFPSMYLQKS
NSH3 p67 LEGEAHRVLFGFVPETKEELQVMPGNIVEVLEKGNDNWATVM--FNGQKGLVPCHNYLEFYV

SH3 Src GGVTTEFVALYDYESRTETDLS FKKGERLQ IVNNTEGDWWLAHSLSTGQTGYIPSNYVAPS
: 5 ¥ e s s &* * *

Figure 3 : Alignement de séquences de domaines SH3. Les résidus strictement conservés sont représentés
par (*), par (:) ceux qui ont une forte similarité et par (.) ceux dont la similarité est plus faible. Les
éléments de structure secondaire sont indiqués par des fleches pour les brins § et par un trait pour I’hélice

3105 les régions entre chaque motif sont des boucles, la boucle RT étant la plus importante.

Les domaines SH3 malgré une faible identit¢ de séquences adoptent le méme repliement :
cinq brins B organisés en deux feuillets perpendiculaires. Les brins sont connectés entre eux
par trois boucles dont la boucle RT. La dénomination de la boucle RT provient du fait que la
Tyrosine kinase Sarc possede a ce niveau deux résidus critiques : une arginine et une
thréonine. Le domaine SH3 reconnait des courtes séquences riches en proline. Ces peptides
adoptent une conformation hélice gauche de type II avec trois résidus par tour. Il s’agit du
motif polyproline (PP) de séquence consensus PXXP (X étant n’importe quel résidu
aliphatique, P étant le résidu proline). Cette hélice gauche forme un prisme avec un résidu sur
chaque arréte, deux de ces résidus vont interagir avec SH3 par I'intermédiaire de résidus
aromatiques conservés. De plus, le motif PP peut étre classé en deux catégories I et II selon
qu’il posséde un résidu basique en N ou C-terminal. L’interaction avec le domaine SH3 sera

alors dans deux directions opposées. L’orientation du motif PP au niveau de I’interaction avec
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le domaine SH3 est influencée par la présence d’un résidu chargé positivement avant ou apres
le motif central PXXP. Ce résidu qui est souvent une arginine va former un pont salin avec un
résidu acide conservé au niveau de la boucle RT. Ainsi, le motif (R/K)XXPXXP correspond a
une orientation « plus » et le motif PXXPX(R/K) a I’orientation « moins ». Un exemple de
I’interaction dans 1’orientation « moins » est montré a la Figure 4. Il s’agit de I’interaction

entre le domaine SH3-p40P"™ et le motif PP-p47°"*®

]
'7.'-'C

weor L boucle n-Src

boucle RT

Figure 4 : Complexe SH3-p40*""/PP-p47°"* : la surface moléculaire de SH3-p40°"™* avec son potentiel
électrostatique (en bleu sont représentées les surfaces chargées positivement, en rouge celles chargées
négativement) et structure du PP-p47°"**, Les résidus impliqués dans Pinteraction sont notés en noir pour

SH3-p40°"* et en jaune pour PP-p47°"** [Massenet, 2002].

b) Domaine PX.

Les domaines PX (phox domain) sont capables d’interagir avec des phosphatidyl
inositols [Wishart et al, 2001], lipides présents dans la membrane cellulaire. Ils ont été mis en
évidence par homologies de séquences entre les phosphatidyl inositols 3 kinases de classe
Cpk, les homologues des « sorting nexin » (SNX1), p47™™* et p40P" par Ponting en 1996
[Ponting et al, 1996]. L’alignement des séquences des domaines PX de ces protéines montre

la conservation d’une dizaine de résidus.

22



141 150 160 170 180

| | | | |
PX pd0Oshex (2-120) DDVAISANIADIEEK-RGFTSHEVEVIEVETKG----GSK
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SNX1 HUMAN ALERYLORIVNHPT-MLODPDVREFLEKEEL
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Figure 5 : Alignement de séquences de domaines PX. Les résidus strictement conservés sont notés par (*),
par ( :), ceux qui ont une forte similarité et par (.) ceux dont la similarité est plus faible. La numérotation
est celle des résidus de la SNX1. Le domaine PP présent dans p40°" et p47°" est encadré. Le motif

d’interaction avec les phosphatidyl inositols est surligné.

Dans la plupart des domaines PX isolés, la séquence consensus de reconnaissance d’un
domaine SH3 existe : un motif de type P-X-X-P. Ceci confeére donc une double fonctionnalité
a un domaine PX. En effet, il est non seulement capable d’ancrer une protéine a la membrane
lipidique, mais il peut aussi participer a I’assemblage des protéines au cours de la transduction
du signal. Cette dernicre fonction se fait par I’intermédiaire d’interaction PP-SH3.
L’interaction du domaine PX a la membrane repose sur une interaction spécifique avec une
poche basique formée par la séquence consensus RR(F/Y)(S)(D/E)F (surlignée en gris dans la
Figure 5) et sur une interaction non spécifique avec des résidus hydrophobes conservés situés

apres le motif PP [Xu et al 2001].
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c¢) Le motif TPR

Le motif TPR ou tetratricopeptide repeat est un motif de 34 acides aminés présents
dans plusieurs familles de protéines. La séquence de base de ce motif est dégénérée puisque
seulement sept acides aminés sont conservés dont deux strictement. Ce sont des résidus

hydrophobes en position 4, 7, 8, 11, 20, 24, 27 (Figure 6).

1 10 20 E ]

TPR p67et== (37-70) SRICFNIGCMY TILKNMTE AEKAFTRS INRDKHL

TPR p67etex (121-154) CEVLYNIAFMYAKKEEWKKAEEQLALATSMKSEP

PP5 AEELKTQANDY FKAKD YENATKFY SQATELNPSN

TPR p67etex (71-104) AVAYFQRGMLY YQTEKYDLATKDLKEALI QLRGN
. % P

Figure 6 : Alignement de séquences de motifs TPR. Les résidus hydrophobes conservés sont représentés

par (:) et ceux qui le sont strictement par (*). La numérotation correspond a celle d’un motif TPR.

Le plus souvent, plusieurs motifs TPR se succédent dans la séquence protéique formant un
domaine TPR. La résolution de la premiére structure d’un domaine TPR [Das et al, 1998], en
I’occurrence celui de la phosphatase 5 (PP5) a montré que le motif TPR est constitué¢ par deux
hélices a (A et B) antiparalleles d’environ 12 résidus chacune. Les résidus conservés se
situent a I’interface de ces deux hélices. La succession de motifs TPR forme une super hélice
droite créant un sillon sur sa face interne. Les motifs TPR appartiennent a la famille des
motifs hélicoidaux répétitifs tels que les motifs HEAT. IIs sont constitués par une entité de 34
a 43 acides aminés dont la répétition forme des superstructures en solénoides. Pour illustrer
I’arrangement des motifs TPR, nous présentons la structure de I’importine B (protéine
impliquée dans le trafic nucléocytoplasmique) a la Figure 7. Elle comprend 19 motifs HEAT
qui forment un sillon ou vient interagir I’importinea. Le domaine TPR est lui aussi impliqué

dans des interactions protéine-protéine.
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Figure 7 : Structure en super hélice droite des motifs HEAT de I’importinef. (d’aprés Cingolani et al,

1999, code PDB 1QGK). Les deux hélices A et B anti-parall¢les dans le rectangle forment un motif TPR.

d) Le motif PC et les domaines PB1.

Le motif PC ou OPR (octicosapeptide) et désormais appelé OPCA est un motif de 28
acides aminés. Il a ét€¢ mis en évidence pour la premiere fois dans les MAP kinases [English et
al, 1995] ainsi que dans Cdc24 (protéine impliquée dans la polarité des levures) et p40P"* sur
la base d’homologies de séquences. Ponting [Ponting et al, 1996] I’a par la suite mis en
¢vidence dans d’autres familles de protéines telles que les protéines kinases de type C (Figure
8). Des ¢tudes sur les protéines impliquées dans la polarité des cellules de la levure a permis
de caractériser le partenaire du motif PC de Cdc24 au niveau de la protéine Bemlp. Ce
nouveau motif structural est appelé PB1 [Ito et al, 2001]. Il existe aussi dans p67°"™. La
structure du motif PC de Cdc24 déterminée par RMN montre un repliement de type BB (voir
paragraphe 6). D’apres sa comparaison avec la précédente structure de PB1 [Terasawa et al
2001], les motifs PC et PB1 ont été regroupés en une seule famille sous le nom de domaine
PBlde type I pour ceux qui possédent le motif PC (comme p40™*) et de type II pour les
autres (par exemple p67°") [Yoshinaga et al, 2003].
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p40phox (237-329) TNWLRCYY YEDTISTIKD--IAVEEDLSSTPLLKDLLE LTRREFQ- --REDIA====LN|

Bemlp (478-551) TTKIE-FYYKDDI--——---- FALM--LEKGDTTYKELRSKIAPRID---TDNFK----LQ
Cdec24 (761-854) SILFRISYNNNSNNTSSSEIFTLL--VEKVWNFDDLIMAINSKISNTHNNNISPITKIK
P&Tphox (351-429) PYTLK-VHYKYTV-------- VME--TQPGLPY SQVEDMVSKELELR-LEHTK----LS
P40phox (237-329) [YRDAEGDLVELLSDEOVAIMVROARGLPSQKRLF PWKLHITQKD

Bemlp (478-551) TEKLFDGSGEEIKTDSQVSNIIQAKLKISVHDI-----=-======
Cdec24 (761-854) YQDEDGDFVVLGSDEDWN--VAKEMLAENNEKFLNIRLY -----
Pe7phox (351-429) YRPRDSNELVPLSEDSME----DAWGQVENYCLTLWCENTV---

Figure 8 : Alignement des séquences de domaine PB1. Les résidus qui ont une forte similarité sont
représentés par (:), et sont ceux qui ont une similarité plus faible par (.). Le motif PC de p40"h°x est

surligné.

3.Les protéines membranaires.

Les deux protéines, gp91™™ et p22°"™ se situent au niveau de la membrane

plasmique. Elles constituent a elles deux le flavocytochrome 5558 (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation du cytochrome 5558 composant membranaire du complexe NADPH oxydase. Il

est constitué de deux protéines gp91°"™™ et p22°",
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La protéine gp91P"™

serait formée par six hélices transmembranaires d’apres le profil
d’hydrophobie et elle est fortement glycosylée. De plus, elle joue un role important dans
I’activité du complexe NADPH oxydase puisqu’elle est le site du transfert d’électrons

1PPoX ] existe

nécessaires a la production des ions superoxydes. En effet, dans le cceur de gp9
deux groupements hémes non identiques de bas potentiel rédox (-245 mV et -265 mV) [Yu et
al, 1998]. Les six positions de coordination du fer des deux hémes sont occupées. La partie
cytosolique de gp9"*™ du coté C-terminal lie les groupes flavine adénine dinucléotide (FAD)
et nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). Les deux hémes et le FAD sont
les intermédiaires du transfert d’électrons du NADPH vers 1’oxygeéne moléculaire. La protéine

1P"* 3 besoin pour sa maturation et sa stabilisation d’une protéine, p22°"*. Celle-ci

gp9
possederait, d’aprés son profil d’hydrophobie trois hélices transmembranaires ainsi qu’une
importante région C-terminale cytoplasmique. Cette derniére va interagir avec un des facteurs
cytosoliques lors de I’activation du complexe par I’intermédiaire d’'un domaine polyproline

(PP).

4.Les facteurs cytosoliques.

Les trois facteurs cytosoliques du complexe de la NADPH oxydase p47°™", p67™ et

p40P™* sont composés par les différents motifs structuraux présentés ci-dessus (Figure 10).

Au sein de la NADPH oxydase, ils forment un complexe via différentes interactions intra et

intermoléculaires ou chaque protéine joue un rdle particulier.

-

128 156 285 390

p47 v | N |sus||sus|~~ i~

1 154 226 299 457 526
P67 Phox TBR PE| sus pB1 | SH3
199 210
1 143 170 229 283 310 339
Toml ™l

Figure 10: Représentation schématique des trois facteurs cytosoliques du complexe NADPH oxydase. Les
sites de phosphorylations sont indiqués par *. Le trait bleu au niveau de p67°"" représente le domaine

d’activation. Le trait rouge au niveau du domaine PB1 de p40°"™* indique le motif PC.
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Nous allons expliciter la fonction de ces trois protéines au sein du complexe de la NADPH

oxydase.
a) p47°

Du c6té N-terminal, p47™™* posséde un domaine PX capable d’interagir avec les
phosphatidyl inositols et plus particuliérement les phosphatidyl inositols 3,4 diphosphates
[Kanai et al, 2001]. En plus du domaine PX, p47°" renferme deux domaines SH3 et un
domaine PP. Elle posséde également une forte proportion de résidus chargés positivement,
notamment dans la région C-terminale. La protéine p47°™* est essentielle a ’activation du
complexe. Elle permet le transport des trois facteurs cytosoliques a la membrane lors de
I’activation du complexe. En effet, a 1’état de repos, la protéine p67ph°X serait complexée a
p47°™* dans le cytoplasme. En 1’absence de p47°™*, ni p67°", ni p40P**™ ne seraient capables
de migrer en direction de la membrane [Dusi et al, 1996] et par conséquent, 1’activation du
complexe ne pourra pas avoir lieu. Ceci pourrait expliquer certaines CGD impliquant la

protéine p47°",

b) p67phox

La protéine p67°"™ est composée par quatre motifs structuraux différents. Du coté N-
terminal, il existe un domaine TPR composé de quatre motifs de répétition suivi d’un PP.
Deux domaines SH3 entourent un domaine PBldu c6té C-terminale. La protéine p67°"*
intervient lors de 1’activation du complexe de la NADPH oxydase comme un activateur du
transfert d’électrons du NADPH vers 1’oxygéne pour former 1’ion superoxyde. En effet, des
expériences de mesure d’activité du complexe NADPH oxydase en milieu acellulaire avec
différentes formes tronquées de p67°"™ ont permis de mettre en évidence un domaine
d’activation situé entre les résidus 199 et 210 de p67°" pour le cytochrome 5558 [Han et al,

1 phox

1998]. Ce domaine permet la régulation du flux d’électrons a travers gp9 . De plus, une

phox phox

interaction directe entre p67° " et gp91”™" a ¢été montrée lors de I’activation du complexe
[Dang et al, 2001]. Par la suite, la méme équipe a montré que le fragment 1-199 de p67°"
¢tait suffisant a cette interaction mais pas au transfert d’¢lectrons dans le complexe NADPH
oxydase [Dang et al, 2002]. Enfin, dans le role de p67°"*, le domaine TPR est la deuxiéme

zone importante pour le fonctionnement du complexe puisqu’il intervient dans I’interaction
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avec la petite protéine G, Rac [Koga et al, 1999]. Le mode d’interaction entre le domaine TPR
et Rac a été explicité par la résolution de la structure du complexe entre ces deux partenaires

[Lapouge et al, 2000].

c) p40Phe

Phox 4 ¢té mise en évidence il y a une dizaine d’année [Tsunawaki et al,

La protéine p40
1994]. Elle est composée par trois motifs structuraux isolés PX, SH3 et PB1. Son role au sein
du complexe NADPH oxydase est encore mal connu. Cependant, elle n’est pas essentielle a
I’activité de la NADPH oxydase. Aucune forme de la CGD impliquant p40°™* n’est connue.
Un premier modéle [Sathyamoorthy et al, 1997] a décrit que Pinteraction de p40P™™* avec
p47°" par I'intermédiaire du domaine SH3 de p40™™* et du PP de p47™ aurait un role
inhibiteur dans la production d’ions superoxydes en ne facilitant pas ’interaction p47™* et
p67°™*. Des études plus récentes ont montré que p40P™™ faciliterait la translocation de p47°"
et p67°" & la membrane lors de I’activation du complexe. Le recrutement de p47°" et
p67°"* 4 la membrane se fait par I’intermédiaire d’une interaction PB1-PBI entre p40™™ et
p67°™*. La production des ions superoxydes serait ainsi augmentée [Kuribayashi et al, 2002].
Récemment, un nouveau modele de régulation de I’activit¢é du complexe de la NADPH
oxydase a 6té proposé dans lequel p40P"™ jouerait un role important. En effet, la
phosphorylation de p40°™* entrainerait un changement de conformation de la protéine et

aurait pour conséquence 1’inhibition de 1’activité oxydase du complexe [Lopes et al, 2004].

d) Rac

Rac appartient a la famille des petites protéines G. Elle est nécessaire a 1’activation du
complexe de la NADPH oxydase : elle favoriserait 'interaction entre gp91”™* et p67°"*
[Dang et al, 2001] et aurait un réle dans 1’activation du transfert d’¢lectron du NADPH vers la

flavine [Diebold et al, 2001].
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1V.Structures des facteurs cytosoliques et interactions.

Nous allons maintenant décrire les informations dont nous disposons sur la structure
des différentes parties des facteurs cytosoliques, sur les interactions intramoléculaires au sein

de ces facteurs et sur les interactions intermoléculaires entre les différents facteurs.

1.Les domaines PX de p47°" et p40°"*,

Les facteurs cytosoliques p40P"™ et p47°"* du complexe de la NADPH oxydase
peuvent interagir directement a la membrane via leur domaine PX [Ago et al, 2001]. La
structure des domaines PX de p40P™™* [Bravo et al, 2001] et p47°"* [Karathanassis et al, 2002]
(Figure 11) ont été résolues par cristallographie des rayons X, mais aussi par RMN pour
p47°"* [Hiroaki et al, 2001] .La comparaison des domaines PX de p40°™* et p47°"* montre
un repliement similaire. La topologie adoptée consiste en trois brins 3 anti-paralléles suivis
par un domaine hélicoidal formé de quatre hélices o et d’une région polyproline de type II.
Les deux structures se superposent parfaitement sauf au niveau de la région comprise entre les
résidus 59 a 86 de p47°". Celle-ci est formée par une hélice gauche PP de type II et par une
boucle d’insertion dans la membrane. De plus, il a été démontré que le domaine PX de p47°"
interagissait spécifiquement avec le phosphatidyl inositol 3,4 diphosphates (PtdIns 3,4P;)
alors que p4Oph°X a une préférence pour le phosphatidyl inositol 3 phosphate [Kanai et al,

2001].
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Figure 11 : Structure du domaine PX de p47°"** a 2A de résolution. (code PDB : 107K). Le site de fixation
du phosphatidyl inositol 3,4 diphosphates, ainsi que les résidus impliqués dans ’interaction (R43 et R90)
sont indiqués. La région de p47°"** allant des résidus P59 a R86 est la seule qui différe avec le domaine PX
de p40°"™. Le site d’insertion a la membrane et un deuxiéme site de fixation d’un anion sont également

montrés.

La comparaison des structures des domaines PX de p47™et de p40™™* (non montré ici)
montre que les résidus impliqués dans I’interaction avec le phosphatidyl inositol : Arg 58, Arg
105 de p40P™* et Arg 43, Arg 90 de p47°"* se superposent. La principale différence au niveau
de p47"™* dans le site de fixation du phospatidyl inositol est la formation par la région C-

terminale du brin B2 et N-terminale de ’hélice a2 d’une large crevasse.

2.Les connaissances structurales de p47°""~,

Deux conformations possibles de p47°™* a I’état de repos ont été décrites dans la
littérature. Hiroaki a montré la possibilité d’une interaction intramoléculaire du domaine SH3
en position C-terminale (C-SH3) avec le motif PP présent dans le domaine PX [Hiroaki et al,

1994]. En effet, ce dernier posseéde un motif de type PXXP. De plus, une étude en systéme
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acellulaire menée par Sumimoto suggere que le role du domaine PX n’est pas simplement de
masquer le domaine C-SH3 [Sumimoto et al, 1998]. Afin de déterminer 1’effet de cette
interaction sur la liaison de p47 a la membrane, Williams a comparé I’interaction avec le

PhoX e ntier. Ainsi, il a

phosphatidyl inositol (3,4) diphosphate du domaine PX seul et de p47
montré qu’en mutant spécifiquement le résidu Trp 263 situ¢ dans C-SH3 en Arg, le domaine
PX pouvait interagir avec les phosphatidyl-inositols [Willians et al, 2002]. Un second modele
a ¢té proposé suite a la résolution de la structure de la région 156-340, c’est a dire des deux
domaines SH3 et du domaine polybasique [Groemping et al, 2003]. La structure révéle que
les deux SH3 forment un sillon dans lequel vient se loger la région polybasique de p47°™*.
L’interaction entre les deux domaines SH3 se fait par I’intermédiaire de la boucle n-Src. La
séquence poly-basique (296-304) adopte le méme type de structure que le motif PP de type II.

Il vient interagir avec les deux domaines SH3 a la fois. Le domaine SH3 C-terminal n’est

donc plus disponible pour interagir avec le motif PP du domaine PX.

polybasic region

Figure 12 : Structure de la conformation auto-inhibitrice de p47°"** d’aprés Groemping et al. (code PDB :

ING?2). Les deux domaines SH3 forment un sillon dans lequel vient se loger la séquence polybasique.

Ce modele a été confirmé par 1’étude en solution du méme domaine dans sa forme auto-

inhibitrice [ Yuzawa et al, 2004]
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3.La structure de p67TPR seul et en complexe avec Rac

h o s )
PROX - ost situé du coté N-terminal des

Le domaine TPR du facteur cytosolique p67
résidus 1 a 154. 1l est composé de quatre motifs TPR distincts : TPR1, TPR2, TPR3 et TPRA4.
Chaque motif TPR comme cela a été décrit précédemment est une répétition de 34 résidus
formant deux hélices o nommées A et B. La structure tridimensionnelle de ce domaine a été
résolue a 1.8A (Figure 13) [Grizot et al, 2001]. Les quatre motifs TPR forment une amorce
de super hélice droite créant ainsi un sillon ou vient s’insérer la grande boucle C-terminale.

Les trois premiers motifs TPR sont continus, tandis que TPR3 et TPR4 sont séparés par deux

brins B anti-paralléles.

g.
ol
_/\
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Figure 13 : Structure du domaine TPR de p67°"* 4 1.8A (Grizot et al, 2001, code PDB : 1HHS).

La structure du domaine TPR de p67°™* a aussi été résolue en complexe avec la protéine G,
Rac 1 a 2.4A de résolution [Lapouge et al, 2000] (Figure 14). Cette structure ne posséde pas

la derniére hélice C-terminale contrairement a la structure précédente.
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Figure 14 : Structure 2 2.4A du complexe p67TPR avec Rac 1 (Lapouge K et al, 2000, code PDB : 1E96).

Les structures de p67TPR en absence et en présence de Rac 1 sont semblables, donc
I’interaction de Rac 1 avec p67TPR ne provoque de modifications structurales au niveau du
domaine TPR de p67°"*. L’interaction entre les deux protéines implique du c6té de Rac 1 les
résidus Nterminaux de la région appelée « Switch I » ainsi que la boucle connectant le brin B5
et ’hélice a5. Il n’y a aucun contact avec la région appelée « Switch II ». De plus, le résidu
Arg 102 de p67TPR joue un rdle essentiel dans la formation du complexe avec Rac 1,
puisqu’elle est impliquée dans quatre liaisons hydrogéne avec les résidus Ala 159, Leu 160,
Asp 26 et Ser 22 de Racl. La mutation de Arg 102 de p67TPR en Glu empéche la formation
du complexe avec Rac [Koga et al, 1999]. Le complexe p67TPR-Rac 1 met en évidence un
nouveau type d’interaction par rapport a ceux déja connus des protéines G. En général,
I’interaction entre une protéine G et son partenaire met en jeu les régions « Switch I » et

« Switch II » de la protéine G.
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4.Les interactions entre les facteurs cytosoliques.

Précédemment, les interactions intramoléculaires existantes dans la protéine p47°"*

ont été décrites. Nous allons maintenant présenter les interactions intermoléculaires. Elles ont
6té rapportées par P. Vignais [Vignais et al, 2002]. Les trois facteurs cytosoliques p47°™*,
p67°™* et p40P"™ forment un complexe qui va étre transporté & la membrane lors de
I’activation de la NADPH oxydase. Différentes approches comme le systtme du double
hybride [Fuchs et al, 1994] ont permis de mettre en évidence les interactions qui pourraient
potentiellement exister entre les différents partenaires. Elles sont répertoriées dans la Figure

15. Elles sont principalement de type SH3-PP.
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Figure 15 : Interactions entre les facteurs cytosoliques du complexe de la NADPH oxydase. Le trait bleu
indique le domaine d’activation de p67°" et le rouge le motif PC du domaine PB1 de p40™""". Les fléches
représentent les interactions possibles entre les facteurs cytosoliques. Les sites de phosphorylation sont

indiqués par les *.

Ainsi, le motif PP de p47°" (361-371) peut interagir avec le domaine SH3 C-terminal de
p67°"* (457-514) ou alors de p40P™™ (170-227). Ce méme PP pourrait former une interaction
intramoléculaire avec le domaine SH3 N-terminal (156-213) qui est aussi impliqué dans la
liaison du motif PP de p22ph°X. Une autre zone d’interaction est possible entre le domaine
SH3 N-terminal de p47"" et le motif PP de p67°™*. Par I’intermédiaire de son motif PBI,

p67°" partage une zone de liaison avec le motif PB1 de p40°™™. Elle est aussi impliquée
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dans I’interaction avec Rac et gp91°™*. Toutes les interactions citées ci-dessus sont possibles,
I’existence de certaines n’a pas été démontrée in vivo notamment celle entre SH3-p47°" et
PP-p67°™*. Par la suite, nous allons décrire deux d’entre elles : PB1-p67°"/PB1-p40P™* et
SH3-p47°"*/PP-p22Pho,

5.L’interaction PB1-PB1.

Le domaine PBI est présent dans deux des facteurs cytosoliques p40P™* et p67°". 11
n’a été caractérisé comme tel que récemment. La structure du complexe PB1-p67°"*/PB1-
p40P™* 3 ét6 résolue a 2A de résolution [Wilson et al, 2003]. Les domaines PB1 de ces deux
facteurs cytosoliques adoptent un repliement similaire et sont parfaitement superposables. La
topologie de ces deux domaines PB1 est de type ubiquitine « 3 grasp » : deux hélices o
entourent un feuillet B de cinq brins ordonnés en deux feuillets selon une topologie (BRa),p

de la facon suivante 2-1-5-3-4 (Figure 16).

_A., R e o i

T

Figure 16 : Topologie du repliement du domaine PB1 (A) et superposition des structures de PB1-p67°" et
de PB1-p40°"™* (B). (d’aprés Wilson et al, 2003 ; code PDB : 10EY)

Le feuillet forme une face convexe qui s’enroule autour de 1’hélice al. L’interaction PBI-
p67°"*/PB1-p40°™* se fait entre la surface convexe formée par le brin p2 de PB1-p67°" ou
vient s’intercaler la surface concave créée par I’hélice 02 de PBI1-p40P™. C’est une
interaction de type « front-to-back ». Les deux domaines exposent des caractéristiques

phox

électrostatiques différentes, PB1-p67°"™ posséde deux zones basiques et PB1-p40P™™ deux

clusters acides. Les résidus acides ne sont pas impliqués dans des interactions directes avec
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les résidus basiques, mais dans ’architecture du domaine PB1-p40°™*. L’interaction PBI-
p67°"*/PB1-p40°"** est stabilisée par un bras situé en C-terminal du domaine PB1-p40°"*. En
effet, dans cette région, il existe des interactions hydrophobes entre les deux partenaires et
deux liaisons hydrogene. Ce bras permettrait ¢galement d’assurer la spécificité d’interaction

entre domaines PB1 car il n’est pas toujours présent (Figure 17).

p67* ™ PR1 pAOTEEPE

-

Figure 17 : Interaction de PB1-p67°"** et de PB1-p40”"*, (d’aprés Wilson et al 2003 ; code PDB : 10EY).

6.L’interaction SH3-p47*" avec PP-p22P"*,

La résolution de la structure des domaines SH3 de p47"™* en complexe avec un

peptide correspondant au motif PP de p22P"*

montre que le site d’interaction est le méme que
celui de la région polybasique de p47°" (Figure 18). Les deux structures sont proches : le
rms calculé a partir de la superposition des deux structures est de 1,3A [Groemping et al,
2003]. Seuls des légers réarrangements ont lieu au niveau du Trp 194 du SH3 N-terminal et
Trp 264 du SH3 C-terminal. Ces deux résidus vont pouvoir ainsi former une liaison
hydrogéne via une molécule d’eau a travers I’interface du domaine. La résolution de cette
structure permet de proposer un modele pour ’activation du complexe NADPH oxydase
induite par les phosphorylations. La premicre étape de 1’activation du complexe de la NADPH
oxydase consiste en la translocation des facteurs cytosoliques a la membrane. Elle est

principalement régulée par p47™™* qui peut exister sous différentes formes. Ainsi, des

phosphorylations au niveau de plusieurs sérines de la région polybasique pourraient entrainer
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une déstabilisation donc relacher la forme auto-inhibitrice et permettre ainsi I’interaction avec

p22Phex,

Figure 18 : Structure du complexe SH3-p47°"/PP-p22*"™* (D’aprés Groemping et al, 2003 ; code PDB :
10V3).

V.Etudes en solution des facteurs cytosoliques du complexe de la NADPH
oxydase.

Certaines macromolécules du fait de leur flexibilité¢ sont difficilement cristallisables
sous forme enti¢re. Des études sur des domaines isolés sont alors engagées permettant ainsi
de résoudre des structures a haute résolution. Il est possible d’obtenir des informations
structurales sur ces molécules par des études en solution. Nous avons ainsi accés a des
informations sur la forme globale de la protéine et des complexes formés avec ces partenaires.
Dans le cas du complexe de la NADPH oxydase, deux approches ont été jusqu’a présent
utilisées : la diffusion des neutrons aux petits angles et ’ultracentrifugation analytique.

Les études sur les facteurs cytosoliques entiers ont été réalisées en solution par
diffusion des neutrons aux petits angles dans un premier temps [Grizot at al, 2001]. Les
résultats ont permis de mettre en évidence le caractére monomérique de p40P™™ et de p47°"™
et dimérique de p67ph°X. Les rayons de giration déterminés ne sont pas ceux attendus pour des
protéines globulaires mais seraient plutot celui de molécules allongées. Le complexe formé

par p47°"* et p40P"* a lui aussi été étudié par diffusion aux petits angles. Sa stoechiométrie
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estde 1 : 1 etil a aussi une forme allongée. L’interaction entre ces deux facteurs cytosoliques
se fait par I’intermédiaire du domaine PP en position C-terminale de p47™"°*. Une étude plus
récente par ultracentrifugation analytique [Lapouge et al, 2002] a confirmé que p40ph°X et
p47°"*  étaient des monoméres. Pour p67™"*, des résultats contradictoires ont été

publiés puisque les expériences d’ultracentrifugation analytique ont montré 1’existence de

7ph0x 7ph0x

p6 sous forme d’un monomere. Diverses approches ont mis en évidence que p6 était
une protéine non seulement allongée mais aussi tres flexible. Le complexe formé par les trois
facteurs cytosoliques p40P"™ et p47P" et p67°" dans le cytoplasme est un complexe
trimérique sans protéine supplémentaire. La masse déterminée par centrifugation analytique
(144 546 g/mol) est proche de la masse théorique attendue pour un complexe de
stoechiométrie 1 :1 :1 (144 944 g/mol). Un mod¢le d’architecture du complexe cytosolique a
ainsi 6té proposé. La protéine p67°"* servirait d’adaptateur entre p47°" et p40P™** 4 I’état de

Ophox

repos contrairement a ce qui a pu &tre décrit ou c’était p4 qui jouait ce role (Figure 19).

La protéine p40P"* n’interviendrait qu’au niveau de la régulation de 1’activité du complexe.

p47 phOX

P-rich

O SH3

Figure 19 : Modéle de I’architecture du complexe formé par les facteurs cytosoliques au repos. (d’aprés

p67 phox

Lapouge et al, 2002). Les constantes d’affinité déterminées par ITC sont indiquées pour les interactions

entre p67°"* et p47°"™ d’une part et p67°"™* et p40°"** d’autre part.
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VI.Combinaison d’approches pour obtenir des structures de macromolécules.

Il est possible de combiner des données structurales a haute résolution obtenues sur
des domaines isolés de protéines a des données a des résolutions plus faibles sur les protéines
entieres. Cette combinaison donne ainsi acces a un modele de la structure.

Des ¢études en microscopie électronique peuvent étre réalisées par deux approches
différentes, les particules isolées et I’utilisation de cristaux 2D. Les particules isolées
possedent I’avantage de ne pas nécessiter I’obtention de cristaux, mais 1’analyse nécessite des
particules dans une orientation similaire. Par conséquent, la détermination de 1’orientation est
limitée par la taille des molécules, la masse molaire doit étre supérieure a 10° g/mol.
L’approche 2D nécessite 1’obtention de cristaux mais c’est une alternative intéressante
puisqu’elle est applicable a toutes les protéines sans limitation de taille. De plus, elle nécessite
une plus faible quantité de protéines que la cristallisation 3D. Cependant, les approches
particules isolées et cristaux 2D permettent d’obtenir une information de I’enveloppe de la
protéine a une résolution de I’ordre de huit d’angstroms. La diffusion aux petits angles des
rayons X donne des renseignements structuraux a plus faible résolution en partie a cause de
I’orientation aléatoire des particules en solution. Cette approche permet d’avoir une
conformation moyenne des régions flexibles. Par conséquent, en combinant soit la
microscopie €lectronique soit la diffusion des rayons X aux petits angles avec des parties de
structure de la molécule a haute résolution, il est possible de modéliser I’ensemble de la
structure et donc les interactions entre les domaines. Une deuxiéme application de cette
combinaison est de modéliser les régions manquantes dans 1’enveloppe de la protéine enticre.
En annexe est présent¢ un exemple de la combinaison microscopie électronique et
cristallographie de rayons X pour I’étude structurale du récepteur 1,4,5 inositol triphosphate
[Sato et al, 2004] (annexe 1) puis un exemple avec la diffusion aux petits angles dans le cas

de I’étude de la glutamate synthase [Petoukhov et al, 2003] (annexe 2).
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VII.Sujet de theése.

Au début de ce travail, les principales données structurales existantes avaient été
obtenues sur des domaines isolés des facteurs cytosoliques. Des études en diffusion aux petits
angles de neutrons [Grizot et al, 2001b] et d’ultracentrifugation analytique [Lapouge et al,
2002] avaient montré que les facteurs cytosoliques du complexe de la NADPH oxydase
n’étaient pas des protéines globulaires mais avaient une forme allongée et qu’il s’agissait de
molécules flexibles. Elles avaient aussi permis de décrire un premier modele du complexe
ternaire de stoechiométrie 1 : 1 : 1 des facteurs cytosoliques au repos. Ce modele est basé sur
une interaction intramoléculaire de p47°" entre un domaine SH3 et le motif PP contenu dans

7Ph% Le troisiéme facteur p40P™ interagit quant a

le domaine PX et une interaction avec p6
lui uniquement avec p67°™* par une interaction PB1/PB1. Certaines interactions ont été
caractérisées par la résolution de structures 3D a haute résolution :

-interaction SH3-p40P"*/PP-p47°*

-interaction PB1-p40P™*/PB1-p67°"*

De plus, le modele du complexe ternaire proposé par Lapouge [Lapouge et al, 2002] a été
remis en cause au niveau de ’interaction intramoléculaire de p47ph°X par la résolution de la
structure des deux domaines SH3 mettant en évidence une structure auto-inhibée ou la région
polybasique C-terminale vient interagir au niveau des domaines SH3. La connaissance du
repliement des facteurs cytosoliques et des interactions mises ne jeu serait une indication
intéressante pour les réarrangements provoqués par 1’activation du complexe. Les approches
combinant des méthodes donnant des informations a basse résolution (diffusion aux petits
angles) ou a moyenne résolution (microscopie électronique,...) avec celles permettant de voir
les détails structuraux (cristallographie de rayons X) sont I’alternative choisie pour 1’étude
des facteurs cytosoliques de la NADPH oxydase.

Les facteurs cytosoliques ont été exprimés et purifiés en fusion avec une séquence
polyhistidine pour permettre une étude en microscopie é€lectronique par cristallisation bi-
dimensionnelle a I’interface air-eau en collaboration avec P.Bron (Equipe des Canaux et
Récepteurs Membranaires)®. Cette cristallisation a également été suivie par des mesures
physiques. La seconde partie du travail a consisté en une étude en solution par diffusion aux

petits angles de rayons X en collaboration avec P.Vachette et D. Durand (D24, LURE)" et

* P.Bron, Equipe des Canaux et Récepteurs Membranaires, UMR 6026, Rennes.
® Adresse actuelle de P.Vachette et D.Durand : IBBMC,UMR 8619, Orsay.
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F.Fieschi®. Parallélement, la cristallisation tridimensionnelle du domaine d’activation de
p67"™* et du domaine PB1 de p40™™™ a été engagée dans le but d’avoir des données
structurales a haute résolution sur ces deux domaines. En effet, au début du projet, aucune
structure les concernant n’avait été résolue. Une partie importante de ce travail a consisté en
I’obtention et la caractérisation par diverses méthodes physico-chimiques des différentes
protéines étudiées au laboratoire des Protéines Membranaires avec F. Fieschi. Apres avoir
décrit la production et la caractérisation des différentes constructions ¢étudiées, nous
présenterons les résultats des ¢études de cristallisations tridimensionnelles puis
bidimensionnelles. Ensuite, nous exposerons les études réalisées en solution par diffusion de
rayons X aux petits angles. La derniére partie sera consacrée a la discussion de ces résultats et

aux perspectives offertes par ce travail.

¢ IBS/LPM UMR 5075, Grenoble
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Production des protéines
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LiIntroduction générale

Les facteurs cytosoliques du complexe de la NADPH oxydase, p47°", p67°™*,
p40ph°X sont des protéines modulaires et par conséquent difficilement manipulables sous leur
forme enticre. En effet, le théme de la NADPH oxydase a été abordé au Laboratoire des
Protéines Membranaires (IBS, Grenoble) au début des années 90 en collaboration avec Marie-
Claire Dagher (BBSI-UMR 5092/ DRDC / CEA-Grenoble). 11 a fait I’objet de quelques theses

qui ont mis en évidence la difficult¢ de production de ces protéines pour des études

7ph0x 7ph0x

structurales. Les protéines p4 et p6 ont été dans un premier temps exprimées dans le
systéme baculovirus. Sous sa forme entiére, p67°" se révélait instable et p47°™* était en
partie phosphorylée au niveau des sites de phosphorylation situés en position C-terminale. Les
essais de phosphorylation et déphosphorylation n’ont pas permis de s ‘affranchir de cette
hétérogénéité. Le facteur cytosolique p47™™™ a donc été exprimé dans E.coli sous forme de
protéine de fusion pour empécher la phosphorylation et faciliter sa purification. Cependant,
les rendements de production sont restés faibles quelque soit la protéine de fusion utilisée, et
son clivage par la thrombine entrainait une coupure aspécifique au niveau du motif
polyproline. De plus, p4Oph°X ¢tait produite sous forme de protéine de fusion, et le clivage de

cette protéine entrainait la perte de p40P™™

. Devant les aléas de la production des formes
entieres des facteurs cytosoliques, une des solutions a été 1’é¢tude de ces protéines sous des
formes tronquées. Par la suite, les systémes d’expression et de purification des formes entiéres
ont pu étre améliorés nous permettant aujourd’hui leur étude.

Au cours de ce chapitre, seront présentées les étapes de production des différentes
protéines ¢étudiées, c’est-a-dire les formes entiéres et tronquées. Les différentes stratégies qui
ont ét¢ mises en ceuvre au niveau des différentes fusions utilisées: de la séquence
polyhistidine a la maltose binding protein (MBP) et a la Gluthation S-transférase (GST). Par

la suite, les facteurs cytosoliques p47°", p67°" et p40P"™ seront nommés respectivement

p47, p67 et p40.
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1.Présentation.
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Figure 20 : Représentation schématique des différents domaines composant le facteur cytosolique p47. Les

étoiles (*) représentent les sites de phosphorylation.

La protéine p47 joue un role essentiel dans le processus d’activation du complexe
NADPH oxydase du fait de sa capacité a interagir avec la région cytoplasmique de p22
(Figure 20). De plus, elle permet la translocation des facteurs cytosoliques p67 et p40 a la
membrane. p47 est composée d’un domaine PX capable de lier des lipides, les phosphatidyl-
inositols [Kanai et al, 2001] et plus particulierement le phosphatidyl-inositol 3,4 biphosphates,
de deux domaines SH3, d’une région polybasique et d’une séquence riche en proline, le
domaine poly-proline (PP). Deux conformations possibles de p47 a I’état de repos ont été
décrites dans la littérature par Hiroaki [Hiroaki et al, 1994] et par Groemping [Groemping et
al, 2003]. La conformation décrite par Hiroaki est basée sur la structure RMN du domaine PX
de p47, elle a été aussi décrite par d’autres auteurs utilisant d’autres approches. La seconde
repose sur la structure RX des deux domaines SH3. Il est donc intéressant d’avoir des données
structurales sur la protéine enti¢re afin de connaitre la position des différents domaines les uns
par rapport aux autres. Devant la difficulté d’obtention et de cristallisation de p47, nous avons
choisi des méthodes telles que la microscopie électronique qui demande peu de matériel et la
diffusion de rayons X aux petits angles qui €vitent 1’étape de cristallisation. Deux premieres
constructions €taient a notre disposition p47 N-His et p47 C-His. Elles seront utilisées pour
les études en microscopie électronique. Les échantillons obtenus n’étaient pas homogenes, par
conséquent, p47 a par la suite été exprimée et purifiée a partir de deux nouvelles
constructions permettant d’augmenter sa solubilité¢ : MBP-(His)¢-p47 et GST-p47. MBP-
(His)e-p47 va nous permettre d’obtenir p47 avec une séquence polyhistidine en position N-

terminale, donc équivalente a p47 N-His. Elle servira aux mesures d’ellipsométrie. La

48



construction GST-p47, quant a elle, nous donnera la forme native de p47 qui sera utilisée pour

les expériences de diffusion aux petits angles.

2.Expression et purification des différentes constructions

a) p47 N-His et p47 C-His.

(i)Expression et purification

L’ADNc de p47 a été préalablement cloné dans le vecteur d’expression pEt 15b pour
la construction p47 N-His et pEt 30b pour p47 C-His. La protéine recombinante est exprimée
dans la souche Escherichia coli BL21(DE3). Le protocole de purification des deux
constructions est identique, nous présenterons ici I’exemple de p47 C-His. A partir de ’extrait
brut obtenu aprés lyse des cellules et ultracentrifugation, la protéine est purifiée par
chromatographie d’affinité sur une colonne Ni-NTA (Qiagen) (Figure 21). L’¢lution de la

protéine est faite par un gradient linéaire de 0 a 300 mM Imidazole.
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Figure 21 : Chromatographie d’affinité (colonne Ni-NTA, Qiagen) de la construction p47 C-His. L’élution

se fait par un gradient de 0 2 300 mM Imidazole. Les nombres représentent les fractions analysées sur gel.
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Afin de déterminer ou p47 C-His est ¢lué au cours du gradient, les fractions du pic sont

analysées sur gel SDS-PAGE 12% (Figure 22).
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Figure 22 : Gel SDS-PAGE 12% des fractions correspondant aux pics élués au cours du gradient. M est le

marqueur de masses molaires (Fermentas), les nombres correspondent au numéro des fractions testées.

La protéine p47 C-His est présente dans toutes les fractions du pic, mais avec beaucoup de
contaminants malgré 1’utilisation d’une chromatographie d’affinité. La séquence polyhistidine
devrait avoir une plus forte affinité pour le nickel que les contaminants présents. Ces derniers
ne devraient pas interagir avec la matrice ou alors étre ¢lués dés le début du gradient. Ici, nous
pouvons supposer que l’interaction de la séquence polyhistidine avec les ions Nickel est
défavorisée par la protéine. Néanmoins, les fractions contenant la protéine (Figure 22) sont

déposées sur colonne échangeuse de cations (Mono S) (Figure 23).
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Figure 23: Chromatographie

chromatographie d’affinité diluées trois fois avec du tampon 20 mM HEPES .Na pH 7.5. L’élution se fait
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Les fractions des pics €lués pendant le gradient sont testées sur gel SDS-PAGE 12% (Figure
24). D’apres cette analyse, toutes les fractions contiennent la protéine p47 C-His, mais dans
les deux premiers pics (fractions 20 a 41) des contaminants ainsi que des produits de
dégradation sont observables. Par conséquent, nous n’utiliserons pour les études en

microscopie €lectronique que les fractions a partir de la fraction 42, soient celles du troisieme

pic.
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Figure 24: Gels SDS-PAGE 12% des fractions des pics élués au cours du gradient de la colonne Mono S.
M est le marqueur de masses molaires (Fermentas), les nombres correspondent au numéro des fractions
testées.

Les fractions récupérées sont ensuite concentrées sur membrane YM10, soit un seuil de
coupure de 10000 g/mol.

La forme p47 est obtenue par clivage de la séquence polyhistidine de p47 N-His par la
thrombine (Sigma) et 1’échantillon est purifi¢é par chromatographie d’exclusion (Superdex

200, 16/60, Pharmacia).
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Figure 6 : Chromatographie d’exclusion de type Superdex 200 de p47 aprés la coupure de la séquence
polyhistidine par la thrombine. Le tampon d’élution est 20 mM HEPES.Na, 310 mM NaCl.Ve représente

le volume d’élution.
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La protéine p47 apres coupure a la thrombine est ¢luée a un volume de 96 mL, ce qui
correspond d’apres la calibration de la colonne avec des protéines globulaires & une masse
molaire apparente de 13 000 g/mol alors que la masse attendue est de 47 260 g/mol. La
fraction du pic est deposée sur gel SDS-PAGE 12% pour savoir a quoi correspond

I’échantillon élué.
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33
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Figure 25 : Gel SDS-PAGE 12% de la chromatographie d’exclusion de p47 aprés coupure a la thrombine
de p47 N-His. 1 est I’échantillon non coupé, 2 aprés coupure, 3 p47 aprés coupure et chromatographie

d’exclusion. M est le marqueur de masses molaires (Biolabs)

D’apres le gel présenté a la Figure 25, p47 migre apparemment a un niveau correspondant a
sa masse molaire. Le fait qu’il s’agisse bien de la protéine p47 est confirmé par le séquencage
N-terminal, ou nous retrouvons bien le début de la séquence de la protéine. Cette masse

apparente obtenue ne s’explique que par un probléme lors de I’¢lution.

(ii) Analyses quantitatives et caractérisation

Tous les échantillons de protéine seront quantifiés par mesure de 1’absorbance a 280
nm. IIs seront parallélement analysés par spectrométrie de masse et s€équencage N-terminale.
L’absorbance a 280 nm (Ajsonm) €St mesurée a toutes les étapes, elle permet de déterminer la
concentration des échantillons ainsi que la quantit¢ de protéine dont nous disposons. La

concentration en protéine est calculée selon la loi de Beer-Lambert : A4,,, =&lc, ou € est le

coefficient d’extinction molaire, ¢ la concentration molaire et 1 I’épaisseur que traverse
I’onde, dans tous les cas, 1 sera de 1 cm. Le coefficient d’extinction molaire a été déterminé
expérimentalement pour p47 et p67. Pour les autres constructions, il a été calculé d’apres la
composition en résidus tryptophanes et tyrosines des séquences. Nous utiliserons tout au long

de ce chapitre les concentrations massiques, elles seront calculées a partir des concentrations
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molaires déterminées comme décrit ci-dessus et de la masse molaire de la protéine. Celle-ci
sera dans un premier temps calculée a partir de la séquence et ensuite déterminée exactement
par spectrométrie de masse. Ceci est valable pour toutes les analyses quantitatives montrées

au cours de ce chapitre. Le Tableau 1 montre les résultats obtenus pour p47 C-His, p47 N-His

et p47.
Concentration en Quantité de Rendement | Rendement cumulé de
mg/mL protéines en mg (%) purification (%)
Colonne Ni-NTA p47 C-His 1.7 11
p47 N-His 2.0 35
Colonne Mono S p47 C-His 0.12 0.8 7 7
p47 N-His 1.0 6.0 16 16
Concentration p47 C-His 1.0 0.8 100 7
Chromatographie p47 1.0 0.6 30
d’exclusion

Tableau 1: Bilan de purification pour un litre de culture de p47 C-His et p47 N-His. Dans le cas de p47, on
digére par la thrombine I’équivalent de 2 mg de p47 N-His. Le rendement est calculé a partir de cette

quantité.

Les rendements de purification des constructions p47 C-His et p47 N-His restent relativement
faibles, avec cependant une meilleure efficacit¢é pour p47 N-His. Les conditions de
purification étant identiques, nous pouvons supposer que la présence de la séquence
polyhistidine en position N-terminale ou C-terminale peut avoir une influence sur la quantité
de protéine obtenue. De plus, la coupure de la séquence polyhistidine entraine la perte de la
majorité de la protéine méme si le rendement reste supérieur par rapport aux étapes
précédentes. L’analyse par séquencage N-terminal faite selon la méthode d’Edman nous
indique que nous sommes en présence de la bonne protéine dans les trois cas et qu’il n’y
aurait a priori aucune séquence supplémentaire. Les analyses en spectrométrie de masse
montrent que les deux échantillons sont fortement hétérogénes et il n’est pas possible de
déterminer une masse molaire (Figure 26). Le spectre présenté est celui de p47 N-His, mais
pour les deux autres formes de p47, il n’est pas non plus possible de déterminer une masse

molaire. Les échantillons sont eux aussi treés hétérogenes.
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Figure 26 : Spectre de masse de p47 N-His réalisé par electrospray apres dessalage sur colonne C4.

A partir de ces deux constructions, il est difficile d’obtenir un échantillon de p47 homogéne et
sans agrégats. Par conséquent, nous avons choisi d’exprimer p47 en fusion avec la GST ou en

fusion avec la MBP dans le cas de p47 N-His.

b) GST-p47.

(i)Expression et purification

Le protocole de purification de la construction GST-p47 a été mis au point d’apres les
expériences d’ultracentrifugation analytique [Lapouge et al, 2002] qui selon le protocole
utilisé permettait d’obtenir un échantillon de p47 homogéne. L’ADNc de p47 a été
préalablement cloné dans le vecteur d’expression pGEX-6P (Amersham Biosciences). Il nous
a ¢té fourni par B. Babior du Department of Molecular and Experimental Medicine, The
Scripps Research Institute (Californie, USA). La protéine recombinante est exprimée dans la
souche BL21(DE3) pLys S. A partir de I’extrait brut obtenu aprés lyse des cellules et
ultracentrifugation, la protéine GST-p47 est purifiée par chromatographie d’affinité¢ sur une

colonne glutathione Sepharose 4B (Pharmacia) (Figure 27).
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Figure 27: Chromatogramme de I’élution de la colonne de Gluthation Sepharose 4B. Le tampon d’élution

utilisé est 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM gluthation réduit, 100 mM NaCl.

La séquence GST est enlevée par coupure avec la protéase Precission, (Amersham

Biosciences), puis séparée de p47 par une chromatographie échangeuse de cations (Mono S,

Pharmacia) (Figure 28).

DO (280 i)
[CARTETR)Y 5]

temps (min)

Figure 28: Chromatogramme d’élution de la colonne Mono S de p47 aprés coupure de la GST. L’élution

est faite par un gradient de 0 4 500 mM NaCl
Les fractions contenant p47 sont ensuite concentrées sur membrane YM 10 et le tampon sera

changé en 50 mM HEPES.Na pH 8, 100 mM NaCl, ImM EDTA, 2 mM DTT, 5 % glycérol

pour les études de diffusion aux petits angles.
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Pour les études en spectrométrie de masse, le tampon de p47 est changé en tampon phosphate

PBS pH 7.5, par chromatographie d’exclusion (Superdex 75 16/60, Pharmacia) (Figure 36).

(ii)Analyses quantitatives et caractérisation

Comme nous ’avons fait pour les trois premicres formes de p47, la quantité de
protéine a été estimée a chaque étape de purification par mesure de la densité optique a 280
nm (Tableau 2) selon le principe décrit précédemment. Le coefficient d’extinction molaire

utilisé pour les calculs de concentration a été déterminé expérimentalement.

Concentration en Quantité en mg Rendement (%) Rendement cumulé
mg/mL (%)
Gluthtione 3.7 28.0
Sepharose 4B
Mono S 1.0 5.0 18 18
Chromatographie 0.5 4.0 80 14
d’exclusion

Tableau 2: Bilan de purification de p47 issue de la construction GST-p47. Le rendement final est de 18%
pour la protéine utilisée en diffusion aux petits angles et de 14% pour celle analysée en spectrométrie de
masse. Les quantités de protéines sont estimées pour un litre de culture.

Par comparaison avec les résultats obtenus avec les deux premiéres constructions, le
rendement de purification pour un litre de culture est plus élevé. La construction GST semble
donc favoriser la solubilisation de la protéine. De plus, a chaque étape de purification, un

¢chantillon est conservé pour étre déposé sur gel SDS-PAGE 12%, (Figure 29).

Figure 29:Gel SDS-PAGE 12% du suivi de purification de la construction GST-p47. M indique le
marqueur de masses molaires (Fermentas), 1, I’échantillon aprés lyse des cellules, 2, aprés
Pultracentrifugation, 3, issu de la colonne Gluthation Sepharose, 4, aprés coupure de la séquence GST, 5,

issu de la colonne Mono S, 6, aprés chromatographie d’exclusion.

56




En fin de purification, nous obtenons donc un échantillon pur, nous n’avons pas de mélange
GST-p47, p47. De plus, la protéine ne semble pas se dégrader. Afin d’initier les études de

spectrométrie de masse, une premicre analyse en électrospray a été réalisée afin de contrdler

son homogénéite.
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Figure 30 : Spectre de masse réalisé par électrospray de p47 purifié a partir de la construction GST-p47.

La détermination de la masse molaire d’une protéine par spectrométrie de masse se fait a

partir de deux états de charge (m/z) successifs suivant les équations suivantes :

_M+nH"

(m/Z)A = "

_ M+m+D)H"
(m/Z)B_ (n+1)

A et B représentent deux états de charge, M la masse molaire de la protéine et n le nombre de
protons.

Avec cette nouvelle préparation de p47, nous pouvons observer une seule espece et
déterminer une masse molaire de 46 300 g/mol (Figure 30). Cette masse est supérieure a la
masse attendue d’apres la séquence en acides aminés soit 45 620 g/mol. Cette derniére a été
vérifiée et validée par séquencage N-terminal. Cette différence de masse peut étre expliquée

par la fixation de glutathion sur les résidus cystéines. La caractérisation de 1’état
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d’oligomérisation par chromatographie d’exclusion sera présentée dans un paragraphe

suivant.

¢)MBP-(His)s-p47

Afin d’essayer d’éviter les problémes d’agrégation de p47, j’ai cloné p47 en fusion
avec la maltose binding protein (MBP). La MBP est présentée dans la littérature pour

augmenter la solubilité des protéines en fusion [Hérd et al, 2002].

(i)Production

L’ADNCc de p47 N-His a été préalablement cloné dans le vecteur d’expression pMal-
c2x (Biolabs). La protéine recombinante est exprimée dans la souche BL21(DE3). A partir de
I’extrait brut obtenu apres lyse des cellules et ultracentrifugation, la protéine MBP-(His)s-p47

est purifiée par chromatographie d’affinité sur une colonne amylose (Figure 31).
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Figure 31: Chromatogramme d’élution de la colonne d’amylose. L’élution est faite avec un gradient

linéaire de 0 a 100 mM maltose.

Les fractions du pic €élué au cours du gradient ont été analysées sur gel SDS-PAGE 10%.
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Figure 32 : gels SDS-PAGE 10% des fractions du pic élué au cours du gradient d’élution de la colonne

amylose. M est le marqueur de masses molaires (Fermentas).

D’apres le gel (Figure 32), nous observons une bande a la taille attendue pour la protéine
MBP-(His)e-p47, toutes les fractions du pic sont récupérées. La séquence MBP est enlevée
par coupure avec la protéase facteur Xa (Novagen) et est séparée de p47 par chromatographie

d’affinité sur une colonne Ni-NTA (Qiagen).
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Figure 33: Chromatogramme d’élution de la colonne Ni-NTA de (His)s-p47 apreés coupure de la séquence

MBP par le facteur Xa (Novagen).

Afin de déterminer le pic qui contient notre protéine, nous analysons sur gel SDS-PAGE 12%

les fractions correspondantes aux pics élués (Figure 34).
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Figure 34 Gel SDS-PAGE 12% de la chromatographie de la colonne Nickel de (His)s-p47. M est le
marqueur de masses molaires (Fermentas), 1 I’échantillon déposé sur la colonne, 2 le filtrat, les nombres

suivants indiquent les numéros des fractions testées.

Les fractions contenant (His)s-p47 sont ensuite concentrées sur membrane YM 10 (seuil de
coupure a 10 000 g/mol) puis déposées sur une chromatographie d’exclusion (Superdex 75
16/60, Pharmacia) et (His)e-p47 est éluée dans le tampon 50 mM HEPES.Na pH 8§, 100 mM
NaCl, 5% Glycérol (Figure 37).

(i) Analyses quantitatives et caractérisation
La concentration et la quantit¢ de protéines ont été estimées a chaque étape de
purification par mesure de la densité optique a 280 nm. Nous avons ainsi une idée du

rendement de purification.

Concentration en Quantité en mg Rendement (%) Rendement cumulé
mg/mL (%)
Colonne amylose 3.0 16.0
Colonne Ni-NTA 0.3 2.0 13 13
Chromatographie 0.1 1.0 50 6
d’exclusion
Concentration 1.2 1.0 100 7

Tableau 3: Bilan de purification de la construction MBP-(His)s-p47 pour un litre de culture.
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Avec cette construction qui aurait dii nous permettre d’améliorer la production de p47 N-His,
nous restons au méme niveau de rendement de purification qu’avec les premieres
constructions utilisées. La séquence polyhistidine semble donc avoir un effet défavorable sur

la solubilisation de p47.

3.Caractérisation par chromatographie d’exclusion des différentes

constructions de p47

Suite aux purifications, les différentes formes de p47 ont été caractérisées par
chromatographie d’exclusion (chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 ou Superdex
200, Pharmacia) préalablement calibrée avec des protéines globulaires de masses molaires

réparties sur toute la gamme de séparation de chromatographie d’exclusion.

a) p47 N-His, p47 C-His et p47

Les protéines p47 N-His et p47 C-His et p47 ont été caractérisées sur Superdex 200
(Pharmacia). Le protocole est le méme dans tous les cas, seul change le tampon d’élution pour
p47. Entre 5 et 8 mg de protéine sont injectées sur chromatographie d’exclusion et les
protéines sont ¢luées dans un tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 250 mM NacCl et pour p47,
20 mM HEPES.Na pH 7.5, 310 mM NaCl (dans le cas de p47, cette chromatographie
d’exclusion fait suite au clivage de la séquence polyhistidine par la thrombine.) Dans le cas de
p47 N-His, elle est éluée a environ 74 mL, ce qui d’apres la calibration de la colonne
correspond a une protéine de masse molaire de 90 000 g/mol alors que la masse molaire

attendue est de 47 317 g/mol.
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Figure 35 : Chromatographie d’exclusion de type Superdex 200 (Pharmacia) de p47 N-His. Le tampon
d’élution est 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 250 mM NaCl. Le volume d’élution de p47 N-His est de 74 mL.

Le pic d’¢lution de la chromatographie d’exclusion de p47 N-His, (Figure 35), présente un
épaulement le précédent. Cet épaulement apres analyse sur gel SDS-PAGE contient aussi p47
N-His certainement sous forme d’agrégats. Cette partie ne sera pas utilisée pour les études

concernant p47 N-His.

b) GST-p47

La protéine p47 issue de la construction GST-p47 a été injectée sur Superdex 75 16/60
(Figure 36) dans le cadre d’étude en spectrométrie de masse, son volume d’élution dans du

tampon PBS est 55 mL ce qui correspond a une masse molaire apparente de 79 000 g/mol.
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Figure 36 : Chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 de p47 (forme issue de la construction
GST-p47). Le tampon d’élution est le tampon phosphate PBS de pH 7.5. Le volume d’élution de la

protéine est de 55 mL.
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Dans le cas de p47 issu de la construction avec la GST, le chromatogramme d’exclusion
(Figure 36) ne présente pas I’épaulement contrairement a ce qui a été décrit pour p47 N-His a

la Figure 35. Cette forme de p47 semble donc plus soluble que la précédente.

c) MBP-(His)s-p47

L’échantillon de (His)s-p47 a été déposé sur chromatographie d’exclusion de type
Superdex 75. Cette étape sert a la fois d’étape de changement de tampon de la protéine mais

aussi pour la caractériser.

— D0 (280 nm)

004 |

0.03 |

D (280 nm)

002 -

001

] 20 40 60 80 100 120
We (mL)

Figure 37 : Chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 (Pharmacia) de (His)s-p47. Le tampon
d’élution est 50 mM HEPES.Na pH 8, 100 mM NaCl, 5% Glycérol. Le volume d’élution est de 55.6 mL.

La forme (His)s-p47 est éluée a un volume de 55.6 mL dans un tampon 50 mM HEPES.Na
pH 8, 100 mM NacCl (Figure 37). Ce volume d’¢élution correspond a une masse molaire de 76
000 g/mol. La masse molaire attendue étant de 47 517 g/mol. Enfin, le fait que le
chromatogramme ne revienne pas a la ligne de base est certainement un artefact di a un

mauvais fonctionenemt du détecteur de ’appareil.

d) Conclusion
D’apres le Tableau 4, les masses molaires apparentes sont supérieures a celles

attendues. Ce phénomene peut s’expliquer de différentes fagons. La premiére étant de dire que

nous sommes en présence d’un dimere vu que le rapport des masses est proche de 2.
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Deuxiémement, cela peut signifier que la protéine est flexible, voir méme présentant des
zones désordonnées et donc ne pas étre globulaire mais allongée. Des expériences de
diffusion de neutrons aux petits angles ont décrit p47 comme étant une particule allongée et
non globulaire [Grizot et al, 2001b]. De plus, des expériences de centrifugation analytique ont
montré le caractére monomérique de p47 [Lapouge et al, 2002]Par conséquent, les résultats
que nous avons obtenus par chromatographie d’exclusion tendraient & confirmer que nous

somme en présence d’une protéine monomérique allongée.

Masse molaire apparente | Masse molaire attendue en rapport
en g/mol g/mol
p47 N-His 90000 47317 1,9
GST-p47
Superdex 75 79000 45620 1,7
MBP-(His)s-p47 76000 47517 1,6

Tableau 4: Récapitulatif des masses molaires obtenues par chromatographie d’exclusion pour les
différentes formes de p47. Dans le cas de GST-p47 et MBP-(His)s-p47, l1a dénomination GST et MBP sont

pour rappeler la construction d’origine.
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Figure 38 : Représentations schématiques de p47 et p47 Cter. * représentent les sites de phosphorylation.

La forme p47 Cter (Figure 38) ne différe de la forme entiére du facteur cytosolique
p47 uniquement par I’absence du domaine de liaison aux phosphatidyl inositols, le domaine

PX. Cette construction est intéressante car il a ét¢ démontré qu’elle était suffisante a la
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formation du complexe entre les trois facteurs cytosoliques via une interaction entre les
domaines SH3 C-terminal de p67 et PP C-terminal de p47 [Grizot at, 2001] et a I’activation
du complexe de la NADPH oxydase en systéme acellulaire [de Mendez et al, 1996]. Deux
constructions étaient a notre disposition p47 Cter N-His et p47 Cter C-His dont 1’obtention est

décrite dans le paragraphe suivant.

2.Expression et purification

L’ADNCc de p47 Cter a été préalablement cloné dans le vecteur d’expression pEt 15b
pour la construction p47 Cter N-His et pEt 30b pour p47 Cter C-His. La protéine
recombinante est exprimée dans la souche BL21(DE3). A partir de I’extrait brut obtenu aprés
lyse des cellules et ultracentrifugation, la protéine est purifiée par chromatographie d’affinité

sur une colonne Ni-NTA (Qiagen) (Figure 39).
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Figure 39: Chromatographie d’élution de la colonne Ni-NTA. L’élution est faite par un gradient linéaire
de 0 2 300 mM Imidazole.

Les fractions ¢éluées au cours du gradient sont analysées sur gel SDS-PAGE 12% afin de

déterminer celles qui contiennent la protéine p47Cter.
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Figure 40 : Gel SDS-PAGE 12% des fractions du pic élué au cours du gradient. M est le marqueur de

masses molaires (Boerhinger).

Les fractions contenant p47Cter (Figure 40), c’est-a-dire les fractions 14 a 48 sont déposées
sur colonne échangeuse de cations (SP Sepharose, Pharmacia) afin d’éliminer les

contaminants que nous pouvons observer sur le gel.
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Figure 41 : Chromatogramme d’élution de la colonne SP Sepharose. L’élution est faite par un gradient de

0 a 500 mM NaCl.

La protéine n’est pas éluée au cours du gradient mais lors de 1’étape de lavage a forte force
ionique, c’est-a-dire a une concentration en NaCl de 500 mM. Cette élution tardive peut
s’expliquer par une interaction tres forte entre p47Cter et la matrice ou par une surestimation
de la concentration en sel présente dans le tampon. Les fractions contenant de p47Cter sont
concentrées sur membrane YM 10 (seuil de coupure 10000 g/mol) puis déposées sur

chromatographie d’exclusion (Superdex 200 16 /60). Cette étape permet a la fois de
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caractériser la protéine mais aussi de modifier son tampon. Elle est ¢luée dans le tampon 20

mM HEPES.Na pH 7.5, 250 mM NaCl, 2 mM DTT.

3.Analyses quantitatives et caractérisation

Comme les productions précédentes, nous avons estimé la concentration et la quantité

de protéines selon la méme approche que celle décrite pour p47.

Concentration Quantité de Rendement (%) Rendement
(mg/mL) protéine (mg) cumulé (%)
Colonne Ni-NTA p47Cter C-His 1.4 29.0
p47Cter N-His 3.0 105.0
Colonne SP p47Cter C-His 1.3 19.0 65 65
Sepharose p47Cter N-His 3.0 18.0 17 17
Concentration p47Cter C-His 3.0 10.0 53 35
p47Cter N-His 3.0 9.0 55 9
Chromatographie p47Cter C-His 0.5 4.5 45 16
d’exclusion p47Cter N-His 0.5 5.0 50 5
Concentration p47Cter C-His 1.0 1.0 25 3
p47Cter N-His 1.0 5.0 100 5

Tableau 5: Bilan de purification de p47Cter N-His et p47Cter C-His. Les valeurs sont données pour un

litre de culture.

Les quantités de protéines obtenues sont faibles (Tableau 5). En effet, les différentes étapes de
purification entrainent des pertes importantes, notamment la concentration ainsi que la
chromatographie d’exclusion. Le faible rendement de la seconde étape s’explique par le fait
qu’apres la colonne Ni-NTA, il reste des contaminants (Figure 39) séparés a 1’étape de
chromatographie échangeuse de cations. Pour les deux constructions, les analyses en
spectrométrie de masse (Figure 42) et en séquengage N-terminal, confirment la pureté de
notre échantillon. La masse déterminée par spectrométrie de masse est de 28 986 g/mol, ce

qui correspond a la masse attendue moins la méthionine N-terminale. Nous ne présentons le
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spectre de masse uniquement de p47 Cter C-His mais le résultat obtenu pour p47Cter N-His

est similaire.
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Figure 42 : Spectre de masse réalisé par électrospray apres dessalage sur colonne C4 de p47 Cter C-His.

Entre chaque état de charge, nous pouvons noter la présence d’aduits non identifiés.

La pureté de I’échantillon obtenu est également visible sur le gel de bilan de purification, ici
pour p47Cter C-His (Figure 43). D’apres le chromatogramme d’exclusion (non montré ici), le
volume d’¢élution est de 80 mL, ce qui correspond a une masse molaire apparente de 53 000
g/mol soit 1.8 fois la masse molaire attendue. Il a été décrit dans la littérature que p47Cter
avait une forme allongée. Ce résultat est en accord avec notre expérience de chromatographie

d’exclusion.

W oEE A

Figure 43: Gel SDS-PAGE 12% du suivi de purification de p47 Cter C-His. M représente le marqueur de
masses molaires (Fermentas), 1, ’échantillon aprés lyse des cellules, 2, aprés ultracentrifugation, 3, la
fraction non fixée sur la colonne Ni-NTA, 4, aprés colonne Ni-NTA, 5, apreés dilution dans le tampon 20

mM HEPES.Na pH7.5, 6, aprés SP Sepharose, 7, aprés chromatographie d’exclusion.

La forme p47Cter semble plus homogene que p47 entier, mais la quantité¢ de protéine obtenue

reste cependant trés faible. Nous pouvons donc supposer que le domaine PX (domaine qui
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n’existe pas dans la construction p47Cter) peut induire une hétérogénéité de 1’échantillon par

des interactions intermoléculaires aspécifiques pouvant entrainer I’agrégation de la protéine.

IV.p67

1.Présentation
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Figure 44 : Représentation schématique de p67. Les sites de phosphorylation sont représentés par *.

Le facteur cytosolique p67 est une protéine de 526 acides aminés composée de deux
domaines SH3, d’un domaine polyproline, d’un domaine TPR ainsi qu’un domaine PB1
(Figure 44). Associée a p47 dans le cytosol, sous 1’effet de I’activation du complexe, elle est
transloquée a la membrane. De plus, elle interagit avec la protéine G Rac et avec la partie
membranaire du complexe de la NADPH oxydase par I’intermédiaire de gp91 [Dang et al,
2001]. Une seule construction fusionnée a la GST est a notre disposition a I’heure actuelle.

Nous allons décrire le protocole d’obtention.

2.Expression et purification

L’ADNc de p67 a été préalablement cloné dans le vecteur d’expression pGEX-6P
(Amersham Biosciences). Ce clone nous a ¢été donné par B. Babior du Scripps Research
Institute  (Californie). La protéine recombinante est exprimée dans la souche
BL21(DE3)pLysS. A partir de [I’extrait brut obtenu aprés lyse des cellules et
ultracentrifugation, la protéine GST-p67 est purifiée en « batch » sur billes de glutathion
Sepharose 4B (Pharmacia). La séquence GST est enlevée par coupure avec la protéase

Precission (Amersham Biosciences) (Figure 45).
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Figure 45 : Gel SDS-PAGE 12% de la coupure par la protéase Precission (Amersham Biosciences) de
I’échantillon GST-p67 aprés élution des billes de gluthation Sepharose (Pharmacia). M est le marqueur de
masses molaires (Fermentas), 1, ’échantillon avant incubation avec la Precission, 2, aprés 4 heures de

digestion.

La séquence GST est ensuite séparée par une chromatographie échangeuse d’anions, une
colonne Mono Q (Pharmacia). La protéine est ¢luée par un gradient linéaire de 0 a 500 mM

NaCl (Figure 46).
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Figure 46 : Chromatogramme d’élution de la colonne Mono Q par un gradient linéaire de 0 500 mM

NaCl.

Les fractions du pic principal €lué au cours du gradient sont analysées sur gel SDS-PAGE

12% (Figure 47).
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Figure 47 : Gel SDS-PAGE 12% des fractions éluées au cours du gradient linéaire de la colonne Mono Q.

M est le marqueur de masses molaires, et les numéros représentent les fractions.

Une seconde espéce est co-¢luée en méme temps que p67, il pourrait s’agir de la GST. Les
fractions contenant p67 sont ensuite concentrées sur membrane YM 30 (seuil de coupure 30
000 g/mol). A cette étape, le tampon de la protéine est remplacée par du tampon 50 mM
HEPES.Na pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 5% glycérol car nous avons

constaté que la présence de glycérol semble favoriser la solubilité de la protéine.

3.Analyses quantitatives et caractérisation

La quantité de p67 et la concentration sont estimées par mesure de la densité optique a
280 nm a chaque étape de purification. Le coefficient d’extinction molaire utilisé pour les
calculs de concentration a été déterminé expérimentalement. Ceci nous permet de déterminer

le rendement de purification de p67 (Tableau 6).

Concentration Quantité (mg) Rendement (%) Rendement cumulé
(mg/mL) (%0)
Glutathion 0.8 16.5
Sepharose 4B
Mono Q 0.7 2.8 17 17
Concentration 0.6 2.1 75 13

Tableau 6 : Bilan de purification pour un litre de culture de la construction GST-p67.

La purification de p67 n’est, comme la forme entiere de p47, que trés peu productive. Au
niveau de 1’étape de coupure de la séquence GST, c’est-a-dire entre la chromatographie

d’affinité (glutathion Sepharose 4B) et d’échange d’anions (mono Q), la protéine p67 a
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fortement tendance a s’agréger. De plus, 1’échantillon de p67 est caractérisé par
chromatographie d’exclusion de type Superdex 200 (Pharmacia) préalablement calibrée avec

des protéines globulaires.
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Figure 48 : Chromatogramme de la chromatographie d’exclusion de type Superdex 200 (Pharmacia). Gel
SDS-PAGE 12% du pic obtenu lors de I’élution de la chromatographie d’exclusion. M est le marqueur de
masses molaires (Fermentas), 1 et 2 sont les fractions du pic élué lors de deux injections différentes. Le

protocole d’élution reste identique dans les deux cas.

Ces résultats seraient en accord avec les résultats précédents déterminés par des expériences
de vitesse de sédimentation [Lapouge et al, 2002], qui pressentaient que p67 était aussi une
molécule non-globulaire (Figure 48). En effet, la masse molaire apparente est de 196 000
g/mol soit environ 3 fois la masse molaire attendue. Par contre, I’incertitude concernant son
état d’oligomérisation n’est pas levée. Les expériences de diffusion neutronique et de
chromatographie d’exclusion [Grizot et al, 2001] ont montré que p67 existait sous forme de
dimere alors que ’ultracentrifugation analytique [Lapouge et al, 2002] indique que p67 serait
sous forme monomérique. Dans les trois expériences rapportées ici, les tampons utilisés sont
similaires, cependant, deux différences essentielles peuvent étre mises en évidence. La
protéine p67 utilisée au cours de la diffusion neutronique a été exprimée dans le systéme
baculovirus contrairement aux deux autres expériences pour lesquelles elle a été exprimée
dans E.coli. Cette différence ne peut expliquer le fait d’avoir un monomeére ou un dimére
selon le cas, puisque I’expression dans E.coli conduit aux deux cas de figure. La seconde

différence importante est la concentration des échantillons de protéines: pour la
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centrifugation analytique, p67 était a des concentrations allant de 0.3 a 0.8 mg/mL alors que
pour les expériences de diffusion neutronique et rayons X, sa concentration était de 1’ordre de
1.2 mg/mL. L’oligomérisation de p67 semble donc étre influencée par la forte concentration

en sel et avoir lieu sur des échantillons les plus concentrés.

V.p67 TPR et p67 Nter
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Figure 49: représentations schématiques des constructions p67Nter et p67TPR. Les sites de

phosphorylation sont indiquées par *.

La protéine p67 sous sa forme enticre étant difficilement manipulable, nous avons
¢galement mené des études sur la partie N-terminale, intéressante car cette région contient le
domaine d’interaction avec Rac et celui supposé interagir avec la partie membranaire du
complexe. La construction p67 TPR est intéressante car elle constitue une des plus petites
formes de p67 activable in vivo. Quant a p67Nter, elle contient le domaine de liaison avec la

partie membranaire.
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2.Expression et purification

L’ADNc de p67 TPR et p67Nter ont été préalablement clonés dans le vecteur
d’expression pEt 15b pour p67 TPR N-His et p67 Nter N-His. La protéine recombinante est
exprimée dans la souche BL21(DE3). Les deux constructions sont purifiées selon le méme
protocole, nous ne présenterons que la purification de p67Nter. A partir de ’extrait brut
obtenu apres lyse des cellules et ultracentrifugation, la protéine est purifiée par

chromatographie d’affinité sur une colonne Ni-NTA (Qiagen).
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Figure 50 : Chromatogramme d’élution de la colonne Ni-NTA (Qiagen) de p67Nter N-His par un gradient

linéaire de 0 a 300 mM Imidazole.

Wt e

Figure 51 : Gel SDS-PAGE 12% des pics du gradient, M représente le marqueur de masses molaires
(Fermentas), EB est ’échantillon aprés ultracentrifugation, les numéros corespondent aux fractions des

pics.
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Les fractions des deux pics sont déposées sur gel SDS-PAGe 12%. Dans le premier pic sont
¢luées les protéines interagissant aspécifiquement avec la matrice nickel. Quant au second pic,
nous retrouvons p67Nter N-His (Figure 51). Les fractions contenant la protéine est déposée

sur colonne échangeuse de cations (SP Sepharose) (Figure 52).
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Figure 52: Chromatogramme de I’élution de la colonne SP Sepharose par un gradient linéaire de 0 a 1 M
NaCl.

Les fractions du pic €¢lué au cours du gradient de 1’étape précédente sont concentrées sur
membrane YM 10 puis déposées sur chromatographie d’exclusion (Superdex 75 16/60). Les
formes p67 TPR et p67Nter sont obtenues par clivage de la séquence polyhistidine de p67
TPR N-His et p 67 Ner N-His par la thrombine. Les résultats de chromatographie d’exclusion

seront présentés dans le paragraphe suivant.

3.Caractérisation des différentes formes

Les différentes formes p67Nter, p67Nter N-His, p67TPR sont caractérisées par

chromatographie d’exclusion.
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Figure 53 : Chromatographie d’exclusion (Superdex 200, Pharmacia) de p67TPR aprés coupure a la

thrombine. Ve représente le volume d’élution.

En ce qui concerne p67TPR (Figure 53), elle a été caractérisée sur Superdex 200 (Pharmacia)
le volume d’¢lution est de 93 mL, la masse apparente d’aprés la calibration de la
chromatographie d’exclusion par des protéines globulaires est 17 000 g/mol alors que la
masse molaire attendue est de 24 765 g/mol. L’obtention d’une masse molaire plus petite est

dans ce cas certaine due a un dysfonctionnement de 1’appareil.
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Figure 54: Chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 (Pharmacia) de p67Nter apreés coupure a la

thrombine. Ve représente le volume d’élution.

D’apres la chromatographie d’exclusion (Superdex 75, Pharmacia) (Figure 54) le volume
d’élution de p67Nter est de 66 mL ce qui correspond a une masse molaire apparente de 39

000 g/mol alors que la masse attendue est de 27 710 g/mol. D’apres les volumes d’élution, il
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apparait que p67TPR a une forme globulaire, tandis que p67Nter possede non seulement la
partie globulaire plus une partie qui est non structurée ou bien dans plusieurs conformations
différentes. La derniére hypothese est que p67Nter est sous forme oligomérique et que la zone

d’interaction se situe dans la zone se situe apres le domaine TPR.

Figure 55: Spectre de masse de p67TPR N-His réalisé par électrospray aprés déssalage sur colonne C4.

Figure 56: Spectre de masse de p67Nter N-His obtenu par électrospray aprés dessalage sur colonne C4.

Des analyses en spectrométriec de masse et en séquencage N-terminal ont confirmé
I’homogénéité de nos échantillons, sauf en ce qui concerne p67Nter dont nous allons discuter
dans le paragraphe suivant. Ici, nous présentons les résultats pour p67 TPR N-His (Figure 55),
et p67Nter N-His (Figure 56). Dans le cas de p67TPR N-His, nous trouvons une masse
molaire de 26 516 g/mol, en adéquation a la masse attendue de 26 647 g/mol moins la
méthionine N-terminale. Pour p67Nter N-His, deux especes sont présentes, la premiere

correspondant a la masse molaire de p67Nter N-His moins la méthionine N-terminale (29 464
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g/mol au lieu de 29 592 g/mol) et une seconde a une masse molaire de 29 124 g/mol. Apres
analyse, cette derniere est le produit d’une protéolyse du c6té C-terminal. Le spectre de masse

pour p67Nter va étre présenté au paragraphe suivant.

4.Stabilité de p67Nter

Au cours des différentes purifications de p67Nter et grace aux analyses en
spectrométrie de masse, nous avons pu constater une protéolyse de 1’échantillon plus ou

moins importante selon les lots (Figure 57).
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Figure 57 : Spectres de masse de p67Nter obtenus par électrospray aprés dessalage sur colonne C4. Le

premier spectre correspond a un échantillon conservé congélé, le second a été conservé a 4°C.

D’apres le séquencage en N-terminal, cette protéolyse ne pouvait avoir lieu que du coté C-
terminal puisque la séquence trouvée correspondait a celle attendue en N-terminale. L’analyse
de séquences résultantes des masses obtenues a montré que la protéolyse se faisait jusqu’au
domaine TPR. En effet, la forme p67TPR avait ét¢ montrée comme ¢€tant plus stable. Si
’échantillon est conservé peu de temps a I’état congelé, nous retrouvons environ cing especes
issues de la protéolyse C-terminale. Par contre, a plus long terme, il ne reste plus que deux
especes qui correspondent a la forme p67 TPR. Enfin, en absence de congélation, il n’y a que
tres peu de dégradation, mais nous retrouvons une masse molaire correspondante a celle

attendue de 27 710 g/mol.
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Masses molaires déterminées par spectrométrie de masse

(g/mol)

Lot n°1 29464, 29124

Lot n°2 22763, 24036

Lot n°3 23591, 23463, 23706

Lot n°4 22446, 22758, 23292, 23962, 24033

Lot n°5* 27710, 27367, 26300

Lot n°6* 27710

Tableau 7 : Récapitulatif des masses molaires déterminées par spectrométrie de masse pour différentes
productions de p67Nter. Le lot n°1 est un échantillon de p67Nter N-His, les autres sont des échantillons

sans séquence polyhistidine. Les lots indiqués par une * ont été conservés a 4°C.

Le Tableau 7 montre les masses molaires obtenues pour différents lots de p67Nter. Suivant les
¢chantillons, une dégradation plus ou moins importante a été observée. La seule différence
¢tant la congélation ou non de 1’échantillon. La protéolyse la plus importante a été constatée
pour les échantillons congelés. Nous avons donc conservé nos échantillons a 4°C en suivant

leur évolution sur gel SDS-PAGE 15% (Figure 58).
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Figure 58 : Gels SDS-PAGE 15% de I’échantillon de p67Nter conservé a 4°C afin de suivre son évolution

au cours du temps t, j étant ’abrévation de jours.

Le suivi de dégradation de p67Nter par gel SDS-PAGE 15% indique que la protéine se
dégrade également a 4°C (Figure 58). En effet, au cours du temps, la masse globale a
tendance a diminuer : la bande correspondante a la protéine s’étale vers les petites masses

molaires. Cependant, la protéine p67Nter est plus stable a 4°C. La congélation de p67Nter va
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entrainer une protéolyse du coté C-terminal, elle est donc conservée a 4°C et utilisée

rapidement.

VI.p40 Cter
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Figure 59 : Représentations schématiques de p40 et de p40Cter. * représentent les sites de

phosphorylation.

La fonction exacte de p40 n’est a I’heure actuelle pas tres bien connue, néanmoins, il a
été démontré qu’il interagissait par son domaine C-terminal avec le domaine de p67 situé
entre les deux domaines SH3. Il s’agit donc d’une interaction caractérisée comme étant de
type PB1-PB1. Au début de mon travail de thése, la seule structure de domaine PB1 connue
avait été résolue par RMN chez les homologues de la levure [Inagaki et al, 2001]. Il était donc
intéressant de se consacrer a 1’étude structurale de ce domaine de p40 (Figure 59) seul dans un
premier temps mais aussi en complexe avec son partenaire le domaine PB1 de p67Nter. Ce

dernier constitue le sujet de thése de S. Chenavas.

2.Expression et purification

L’ADNc de p40 Cter a été préalablement cloné dans le vecteur d’expression pIVEX
2.4 pour la construction p40 Cter N-His. La protéine recombinante est exprimée dans la

souche C41(DE3). A partir de I’extrait brut obtenu aprés lyse des cellules et
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ultracentrifugation, la protéine est purifiée par chromatographie d’affinité sur une colonne Ni-

NTA (Qiagen).
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Figure 60: Chromatogramme d’élution de la colonne Ni-NTA. L’élution est faite par un gradient linéaire

de 0 2 500 mM Imidazole. Les numéros indiquent les fractions.

Les fractions des pics ¢élués au cours du gradient sont analysées sur gel SDS-PAGE 15%

(Figure 61).
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Figure 61: Gel SDS-PAGE 10% des fractions des pics élués au cours du gradient. M est le marqueur de

masses molaires (Boehringer), EB I’extrait brut, et FT représente la fraction non fixée sur la colonne.

La protéine p40Cter N-His n’est présente que dans le deuxiéme pic, le premier pic correspond
a des protéines ayant une faible affinité pour les ions Nickel et qui par conséquent vont se
décrocher a une concentration plus faible en Imidazole que p40Cter N-His. Les fractions
contenant p40Cter N-His sont concentrées sur membrane YM 10 (seuil de coupure 10 000

g/mol) puis déposées sur chromatographie d’exclusion (Superdex 200 16/60). La forme p40
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Cter est obtenue par clivage de la séquence polyhistidine de p40 Cter N-His par le facteur Xa
(Novagen) et purifié sur chromatographie d’exclusion (Superdex 75, 16/60, Pharmacia). Les

chromatographies d’exclusion seront présentées au paragraphe suivant.

3.Analyses quantitatives et caractérisation.

Comme pour les protéines précédentes, la quantité de protéine et sa concentration ont
été estimées a chaque étape de purification par mesure de la densité optique a 280 nm. Le
coefficient d’extinction molaire utilisé est la valeur théorique calculée sur le site Expasy

d’apres la séquence en acides aminés.

Concentration Quantité de Rendement en % | Rendement cumulé
en mg/mL protéines en mg en %
Colonne Ni-NTA 2.5 31
Concentration 10.6 11 36 36
Chromatographie d’exclusion 0.5 3 28 10
p40Cter N-His
Concentration 5.0 1 40 4

Tableau 8: Bilan de purification de p40Cter N-His pour un litre de culture.

Le rendement de purification de p40Cter N-His est relativement faible (Tableau 8). Beaucoup
de protéine est perdue notamment au cours des étapes de concentration. Différents tests ont
été réalisés pour tenter d’améliorer la purification de p40Cter N-His. Dans un premier temps,
de D’arginine a été ajoutée au tampon de chromatographie d’exclusion. Les essais a des
concentrations croissantes de 1 a 10 mM n’ont pas amélioré les conditions de concentration.
Ces résultats ne sont pas montrés ici. Dans un deuxiéme temps, nous avons clivé la séquence
polyhistidine par le facteur Xa. Les résultats de la purification dans ces conditions sont

montrés dans le Tableau 9.

4 www.expasy.org/tools/protparam.html
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Concentration en Quantité de Rendement en % Rendement cumulé
mg/mL protéines en mg en %
Colonne Ni-NTA 3.0 30
Concentration 7.0 29 96 96
Chromatographie 0.7 13 46 43
d’exclusion p40Cter
Concentration 5.0 12.5 95 42

Tableau 9: bilan de purification de p40Cter aprés coupure de la séquence polyhistidine pour un litre de

culture.

La suppression de la séquence polyhistidine entraine une amélioration du rendement de
purification. (Tableau 8, Tableau 9) La perte de protéine est moins importante notamment au
cours de 1’étape de concentration. Cependant, la protéine conserve encore une aptitude a
s’agréger surtout a des concentrations élevées (supérieures a 5 mg/mL). Ceci explique la forte
de perte de protéine sous forme d’agrégats au niveau de I’étape de chromatographie
d’exclusion. Les formes p40Cter N-His et p40Cter ont été¢ analysées par séquencage N-
terminal et spectrométrie de masse. Pour p40Cter N-His (Figure 62), la masse trouvée
correspond a celle attendue soit 15 817 g/mol moins la methionine N-terminale, confirmé par
le séquencage N-terminal. Pour p40Cter (Figure 63), deux masses sont trouvées (14 076 et 13
863 g/mol), et d’aprés le séquencage N-terminal, nous avons deux débuts de séquence qui

correspondent a deux sites de coupure du facteur Xa séparés de deux résidus.
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Figure 62 : Spectre de masse de p40Cter N-His par électrospray apreés dessalage sur colonne C4.
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Figure 63 : Spectre de masse électrospray aprés dessalage sur colonne C4 de p40Cter.

L’¢état d’oligomérisation des deux formes p40Cter N-His et p40Cter a été¢ analysé par
chromatographie d’exclusion de type Superdex 200 pour p40Cter N-His et Superdex 75 pour
p40Cter. Les colonnes ont été préalablement calibrées par des protéines globulaires sur
I’ensemble de la gamme de séparation. Les deux protéines sont élués dans un tampon 50 mM

HEPES.Na pH 7.5, 50 mM NaCL.
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Figure 64 : Chromatogramme d’élution de la chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 de
p40Cter N-His. Le volume d’élution Ve est de 94.6 mL. A droite, est représenté le gel SDS-PAGE 15% des
fractions du pic d’élution. M est le marqueur de masses molaires (Boehringer) et les numéros

correspondent aux fractions.

Le profil d’¢lution de p40Cter N-His présente un épaulement, il existe donc des agrégats dans

I’échantillon. En effet, sur le gel SDS-PAGE 15%, la protéine est pure (Figure 64). La forme
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p40Cter N-his est élué¢ a un volume de 94.6 mL, ce qui correspond a une masse molaire
apparente de 15 000 g/mol. La masse molaire calculée a partir de la séquence étant de 15 817

g/mol, p40Cter N-His est un monomere et nous pouvons supposer qu’elle présente une forme

globulaire.
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Figure 65 : Chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 de p40Cter ( la séquence polyhistidine a été
coupée auparavant par le facteur XA. Le volume d’élution Ve est de 75.1 mL. Gel SDS-PAGE 15% de
I’échantillon avant dép6t sur la colonne (1), des trois pics élués dans les fractions 45 (2), 64 (3) et 75 (4). M

est le marqueur de masses molaires (Fermentas).

Contrairement a la forme p40Cter N-His, le profil d’élution ne présente pas ici d’épaulement.
La forme p40Cter est donc plus soluble. Elle est ¢luée a un volume de 75.1 mL ce qui
correspond a une masse apparente de 22 000 g/mol. Par conséquent, p40Cter semble étre dans
ces conditions sous forme dimérique puisque la masse molaire attendue est de 14 076 g/mol.
La seconde hypothése qu’il est possible d’émettre est que cette forme ne soit pas globulaire et
présente une plus grande flexibilit¢é que p40Cter N-His. La séquence polyhistidine semble
donc jouer un role dual : d’un coté elle favorise I’agrégation de la protéine mais nous pouvons
supposer qu’elle la rend moins flexible.

Malgré les améliorations apportées notamment au niveau de la concentration, la forme
p40Cter conserve une aptitude a s’agréger, pour pallier & ce probléme, nous pourrions réduire
la construction de facon a la délimiter au domaine PBI1 en supprimant toute la partie en

amont.
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Etude par cristallographie des rayons X
des facteurs cytosoliques du complexe de

la NADPH oxydase
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LiIntroduction générale

La diffusion par une macromolécule biologique en solution placée dans un faisceau de
rayons X est trés faible et ne peut donc pas €tre mesurée avec les sources de rayons X
actuelles. Il est donc nécessaire d’utiliser un grand nombre de molécules par exemple en
formant un cristal. Un cristal est une répétition réguliére dans 1’espace d’une unité, la maille,
constituée par des macromolécules et le solvant. Ainsi, les ondes diffusées par chaque maille
vont s’ajouter de manicre cohérente, c¢’est le phénomene de diffraction. Il permet d’amplifier
considérablement le signal. C’est donc une méthode de choix pour I’étude structurale car elle
permet d’obtenir des structures a des résolutions de 1’ordre de 1A. Depuis quelques années,
les études structurales des facteurs cytosoliques ont ét¢ axées sur des domaines et non sur les
protéines entieres suite aux problémes d’homogénéité et de quantité rencontrés. Nous avons
donc utilisé la cristallographie tridimensionnelle pour obtenir des informations atomiques sur
deux domaines alors peu connus PB1 de p40Cter et le domaine d’activation situé sur p67Nter.
Dans un premier temps, nous expliciterons le cheminement conduisant a la résolution d’une
structure 3D d'une macromolécule biologique par cristallographie de rayons X. Ensuite, nous

présenterons les études réalisées pour les protéines p40Cter et p67Nter.

11. Principe général

La résolution de la structure d’une macromolécule biologique passe par trois étapes
distinctes : la cristallisation, 1’enregistrement des données de diffraction et enfin leur analyse

pour déterminer la structure. Nous allons expliciter le principe de ces différentes étapes.
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1.La cristallisation®.

a) Le principe.

La détermination d’une structure tridimensionnelle d’une protéine par cristallographie
des rayons X nécessite I’obtention de cristaux. La cohésion du cristal est assurée par quelques
interactions intermoléculaires faibles de type van der Waals, é€lectrostatiques et des liaisons
hydrogéne. La cristallisation peut se définir en trois étapes: la nucléation, la croissance
cristalline et enfin, 1’arrét de la croissance. Pour permettre la nucléation, la protéine doit étre
amenée dans un état de sursaturation c’est-a-dire & une concentration supérieure a sa
solubilité. La solubilité d’une protéine est influencée par différents facteurs comme le pH, la
température, mais aussi certains composés : les agents précipitant qui peuvent étre des sels,
des alcools ou des polymeéres. Pour un parametre donné (par exemple un agent cristallisant), il
est possible de définir un diagramme de phase d’une protéine faisant apparaitre sa courbe de
solubilité. Elle divise le diagramme de phase en deux régions (Figure 66). Sous la courbe de
solubilité, la protéine est sous forme soluble, c’est la zone de sous-saturation. Au-dessus, elle
est dans la zone de sursaturation. Cette derniére se divise en trois parties (Figure 66):

-la zone métastable : la protéine reste soluble mais une faible variation d’un parametre
la rendra insoluble,

-la zone de nucléation ou les cristaux vont se former,

-la zone de précipitation : la protéine va former des agrégats mais leur organisation ne

sera pas périodique.

. Nucleation
B

(metasiable)
-\_"‘-\—\_

Courhe de saolubilité

Protein concentration —w

Crystallizing agent concentration ———— =

I supersaturation
I Undersaturation

Figure 66 : Diagramme de phase d’une protéine montrant les zones de nucléation des cristaux de

croissance et de précipitation en fonction de la concentration en agent cristallisant.

€ Les figures de ce paragraphe proviennent du site www-structmed.cimr.cam.ac.uk/course.html
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En influencant la solubilité de la protéine, la variation de ces parameétres vont permettre ainsi
le passage de la zone de sous-saturation a celle de sursaturation. L’influence des sels sur la
formation des cristaux se traduit par le phénomene de « salting-in » ou de salting-out » [Ries-
Kautt et al, 1992]. En effet, a faible force ionique, si la concentration en sel diminue alors la
solubilité des protéines diminue également (pour des raisons de clarté, cette zone n’est pas
montrée sur la Figure 66). Ce phénomeéne est connu sous le nom de «salting-in» et
s’explique par des interactions électrostatiques entre les protéines au niveau de zones
chargées. Ces interactions peuvent €tre masquées par la présence de sels. A forte force
ionique, la solubilité¢ des protéines diminue avec I’augmentation de la concentration en sel,
c’est le «salting-out ». Dans ce cas, la protéine se comporte comme un dipdle neutre et sa
solubilité est alors gouvernée par des effets hydrophobes. Les sels sont classés selon leur
efficacité¢ a faire précipiter les protéines : c’est la série de Hofmeister connue depuis 1888.
Des travaux plus récents ont montré que le classement des anions dépend de la charge nette de
la protéine au pH de cristallisation. Pour les protéines ayant une charge nette négative au pH
de cristallisation, les anions suivent la série de Hofmeister. Quant aux protéines dont la charge
nette est positive au pH de cristallisation, les anions suivent la série de Hofmeister en sens
inverse.

Les solvants organiques tel que le 2-méthyl-2,4-pentanediol (MPD) sont connus pour
leur capacité a diminuer la constante di¢lectrique du milieu. Par conséquent, cette diminution
va entrainer une baisse de la solubilit¢ de la protéine par augmentation des forces
¢lectrostatiques. D’autres agents précipitants sont aussi utilisés : ce sont les polymeres
solubles ; il s’agit principalement de polyéthyléne glycol (PEG) a différentes masses molaires
(400 a 20 000 g/mol). Le PEG possede la capacité a précipiter les macromolécules,
notamment par des propriétés de déshydratation et de compétition pour les molécules d’eau.
Enfin, il est possible de contrdler les interactions protéines-protéines par ajout a la solution de
cristallisation d’un additif en faible quantité par rapport a 1’agent précipitant. Ces additifs qui
peuvent étre des solvants organiques, des sels, des détergents vont contrebalancer 1’effet de

I’agent précipitant et donc éviter une précipitation forte en faveur d’une cristallisation.
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b) Les techniques de cristallisation :

Il existe trois méthodes principales pour amener les protéines a sursaturation en

présence d’agents précipitants.

(i)La cristallisation en batch

La premiere méthode de cristallisation est la cristallisation dite en « batch » ou la

macromolécule est mélangée directement avec I’agent précipitant.

?

protein ful g

preciptant fyl g o
£

ol
Crystallizing agent concentration ———»

[T B supersaturation
I undersaturation

Figure 67 : Représentation schématique du principe de cristallisation en « batch ». Le diagramme de
phase représentant I’évolution de la concentration en protéine en fonction de la concentration en agent

cristallisant.

Dans ce cas-1a, la concentration en protéine et en agent précipitant reste la méme. Sous 1’effet
de I’agent précipitant, trois cas peuvent se présenter (Figure 67) :

-la protéine reste a 1’état de sous saturation (A),

-la protéine cristallise et elle est au dessus de sa concentration de saturation (B),

-la protéine précipite a cause d’une sursaturation trop forte (C).

(ii)La cristallisation par dialyse

La seconde méthode consiste en une dialyse, c’est-a-dire en une séparation des
substances en fonction de leur capacité respective a franchir les pores d’'une membrane. Ceci
va permettre de contrdler les concentrations finales des especes présentes dans le milieu de

cristallisation.
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grease & coverslip {or tape)
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Figure 68 : Représentations schématiques du principe de cristallisation par dialyse et du diagramme de

phase avec le chemin suivi lors de la cristallisation.

Pratiquement, la solution de macromolécules est séparée du réservoir par une membrane
semi-perméable laissant passer les petites molécules tels que les ions, les sels. Ainsi, la
concentration en protéines va rester constante alors qu’en méme temps la concentration en
agent précipitant va augmenter. La sursaturation est ainsi atteinte (Figure 68). L’avantage de
cette méthode est la possibilité de modifier de fagon facilement réversible la concentration en
agent précipitant tout en controlant la concentration en protéine et le pH durant le processus

de cristallisation.

(iii) La cristallisation par diffusion de vapeur

La troisieme méthode qui est de loin la plus utilisée est la cristallisation par diffusion
de vapeur. L’obtention de la sursaturation passe par I’évaporation de solvants volatils. Dans
une enceinte fermée et ou aucun contact n’est possible entre les solutions liquides, nous
déposons une solution contenant 1’agent précipitant et éventuellement des sels et des additifs,
ceci va constituer le réservoir, et une solution de faible volume composée en proportion égale
de protéines et de réservoir, c’est la goutte. Le processus de cristallisation passe par une
diminution de la pression de vapeur d’eau au-dessus du réservoir et les espéces volatiles (eau,
alcool,...) vont diffuser jusqu’a atteindre 1’équilibre de la goutte vers le réservoir. L’équilibre
consiste a égaliser les potentiels chimiques de la goutte et du réservoir sachant que 1’agent
précipitant en est le terme prépondérant. Par conséquent, la concentration de [’agent
précipitant va augmenter dans la goutte pour tendre vers la concentration du réservoir
entrainant ainsi I’augmentation de la concentration en protéine. De plus, 1’obtention de la

sursaturation et la formation des cristaux dépendent aussi de la cinétique de transfert des
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¢changes de vapeur. Elle est fonction de la nature et des concentrations initiales des
constituants, de la température, de la taille et de la forme de la goutte et de la distance entre la
goutte et le réservoir. Il existe deux dispositifs expérimentaux : la goutte suspendue et la

goutte assise (Figure 69).

protein 2ul + ) grease & coverslip {or tape)
reservoir 2yl coverslip & grease

i

- protein 2ul + 11,0
) H.0

reservoir 2l >

by
0

Nucleation

o
0

Clear (metastable)

Protein concentration —»
)
0

Clear (metastable)

&, 26,
Crystallizing agent concentration ————————» CA ZCA

[T supersaturation
[ Undersaturation

Protein concentration —»

Crystallizing agent concentration ————— »

Figure 69: Représentations schématiques du principe de cristallisation par diffusion de vapeur en goutte
assise et en goutte suspendue et des diagrammes de phase montrant le chemin suivi dans les cas sans

cristallisation (diagramme de gauche) et avec cristallisation (diagramme de droite)

La cinétique et le chemin parcouru pour atteindre 1’équilibre dépendent non seulement de la
méthode utilisée, mais aussi du volume du réservoir, de la distance entre la goutte et le
réservoir. Ce sont des parametres a explorer lors de la cristallisation notamment en vue de

I’amélioration des cristaux.

c¢) Détermination des conditions de cristallisation :

La détermination des conditions de cristallisation d’une protéine passe par deux
¢tapes principales. Dans un premier temps, des criblages de larges conditions de cristallisation
incluant différents pH, sels, agents précipitants sont réalisés. Ils sont généralement établis a

partir de matrices d’échantillonnages regroupant les conditions standard ou a partir de
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méthodes factorielles qui vont permettre d’échantillonner un espace a N dimensions.
L’optimisation des conditions dites prometteuses c’est-a-dire celles qui laissent soupgonner
une nucléation : présence de points de nucléation, de petits cristaux est 1’étape suivante. Ces
derniéres sont optimisées en faisant varier les concentrations en agent précipitant, en
protéines, par modification du tampon, du pH, de la température, de la méthode de
cristallisation. L’optimisation peut aussi se faire par ajout d’additifs ou par ensemencement.
La technique d’ensemencement consiste en I’introduction d’un germe cristallin dans une
goutte préalablement équilibrée dans des conditions précises. En effet, il peut étre plus facile
de former un cristal a partir de germes cristallins qu’a partir de protéines en solution. Les
gouttes sont observées a la loupe binoculaire a fort grossissement permettant de distinguer des
objets tels que des cristaux et des points de nucléation possédant des tailles allant de quelques
microns a quelques centaines de microns. Suite a 1’obtention des cristaux pour une protéine

donnée, I’étape suivante sera I’enregistrement des données de diffraction.

2.Enregistrements des données de diffraction

a) Manipulation des cristaux

Afin de placer le cristal dans le faisceau de rayons X, il est généralement monté dans
une boucle en fibre recouverte de la solution de cristallisation. Placés dans la boucle, les
cristaux sont congelés a 100K afin d’éviter la diffusion des radicaux libres formés par les
rayons X. Pour ne pas abimer les cristaux par la formation de glace lors de la congélation, il
est ajouté des cryo-protectants soit au moment de la congélation, le plus souvent, soit au
moment de la cristallisation. De cette fagon, les molécules d’eau sont figées (glace amorphe)
sans réarrangement ordonné. La condition cryo-protectante consiste en un additif, par
exemple le glycérol, dans la solution de cristallisation. Le cristal est trempé dedans avant

d’étre congelé dans 1’azote liquide.
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b) Les sources de rayons X

Le rayonnement X est une onde électromagnétique dont la longueur d’onde se situe
entre 0.1 et 100A. Dans le cas de la diffraction de cristaux de macromolécules biologiques, les
longueurs d’onde utilisées sont de I’ordre de 1A, valeur intéressante pour sonder les distances
interatomiques. IIs existent deux types de sources de rayons X, les sources de laboratoire et le

rayonnement synchrotron. Nous allons rapidement décrire leurs caractéristiques.

(i)Les sources de laboratoire

Dans le cas des sources de laboratoire, les électrons extraits d’un filament et par 1’effet
d’un haut voltage viennent bombarder une cible en cuivre. Cette collision permet 1’extraction
des ¢lectrons des couches internes du cuivre. Le retour a 1’état d’énergie fondamentale se fait
par ’émission de raies spectrales (Ko, Koy, KB,...). La raie spectrale Ko a 1.5418A est

sélectionnée par I’intermédiaire d’un monochromateur.

(ii)Le rayonnement synchrotron

Le rayonnement synchrotron est émis par des €lectrons relativistes circulant dans un
anneau de stockage avec une trajectoire courbe par ’application d’'un champ magnétique. Les
¢lectrons émettent alors dans un spectre continu. Le long du parcours des électrons, sont
placés des aimants de courbure (« bending magnet ») ou des onduleurs appelés « insertion
device ». Au final, différents instruments avec des caractéristiques distinctes peuvent ainsi
étre a notre disposition. Suivant les monochromateurs utilisés, la longueur d’onde peut étre
choisie. La qualit¢ du rayonnement synchrotron est meilleure que celle des sources
conventionnelles : trés forte intensité, faible divergence...Cette qualité permet par exemple

I’é¢tude de micros cristaux ou des cristaux avec une grande maille.
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3.Traitements des données de diffraction

Le traitement des données de diffraction passe par plusieurs étapes, détermination de

la maille et du groupe d’espace, détermination des phases et affinement de la structure.
a) Diffraction des rayons X par un cristal

La diffraction des rayons X par un cristal est un phénomene de diffusion élastique,
c’est-a-dire qu’il n’y a pas de perte d’énergie entre I’onde incidente et I’onde diffusée, et qui
se fait de manicre constructive dans des directions privilégiées. Ces directions sont décrites
par les indices de Miller, h, k, et I, et I’onde résultante est caractérisée par une amplitude et

une phase décrites par I’expression du facteur de structure.

F(hkl)=NY f, expl-2iz(hx, +ky, +1z,)]

ou hk,1 sont les indices de Miller du réseau réciproque, f; est le facteur de diffusion de
I’atome j de coordonnées (X, yj, z;) dans la maille. f; est fonction du nombre d’électrons de
I’atome j. N est le nombre de mailles au sein du cristal. La somme se fait sur tous les atomes
de la maille. La connaissance du facteur de structure va nous permettre d’avoir acces a la
densité ¢€lectronique qui est la transformée de Fourier inverse du facteur de structure, soit

I’expression de la densité électronique suivante :

p(xyz) = %Z F(hkl)exp|2iz(hx +ky +1z)]

hkl

V étant le volume de la maille.

Sur les clichés de diffraction enregistrés, nous avons acces a D’intensit¢ diffusée qui
correspond au carré du module du facteur de structure. Par conséquent, nous avons donc acces
au module du facteur de structure et pas a la phase. Il faudra donc introduire des expériences

supplémentaires pour connaitre les phases.
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b) Détermination du groupe d’espace et de la maille

Le traitement des données de diffraction consiste en la conversion des données brutes
en intensités intégrées associées a chaque triplet d’indice de Miller (h,k,1). Ceci se fait en
trois étapes. Tout d’abord, I’orientation et les paramétres de maille du cristal sont déterminés.
Il est possible de le faire avec une seule image a partir des taches les plus intenses, ces
parametres sont ensuite affinés sur I’ensemble des clichés de diffraction. Ceci est fait
automatiquement avec des programmes du type Denzo [Otwinowki et al, 1997] ou autre.
Ensuite, a partir des paramétres précédents, la position des réflexions est prédite et les
intensités sont intégrées a partir de ces positions. Enfin, I’intensité d’une réflexion unique est
calculée a partir de toutes les réflexions équivalentes enregistrées sur I’ensemble des clichés :
des facteurs d’échelle des différents clichés sont ainsi calculés. La qualité des données de
diffraction pourra étre estimée par la dispersion des intensités des réflexions équivalentes. A
partir de ces intensités, il est possible de calculer le module des facteurs de structure

nécessaire au calcul de la carte de densité électronique. Par contre, nous n’avons pas acces

directement aux phases. Cela constitue le but de I’étape suivante.

c) Détermination de la phase.

Au niveau du probléme des phases, deux cas peuvent se présenter, soit il n’y a aucune
structure de protéines proches de celle étudiée, nous parlons alors de résolution ab initio ; soit
il existe des structures similaires : c’est le remplacement moléculaire. Nous allons expliciter

rapidement le principe de ces deux approches.

(i)La résolution ab initio :

L’approche ab initio peut se faire de deux manieres différentes. Tout d’abord, nous
allons considérer la méthode de remplacement isomorphe multiple. Elle consiste en
I’utilisation d’atomes lourds fixés sur la protéine. Des jeux de données de diffraction de
cristaux de la protéine native et de la protéine dérivée sont enregistrés. Cette méthode

nécessite 1’isomorphisme du cristal de la protéine native et du cristal de la protéine dérivée,
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c’est-a-dire la maille doit rester identique sauf les atomes lourds. Ceux-ci ont des sites de
fixation spécifiques alors ils suivront 1’ordre cristallin et le facteur de structure du dérivé
(Fpy) est la somme des facteurs de structure de I’atome lourd (Fy) et de la protéine seule (Fp),
soit Fpy = Fy + Fp. Si le nombre d’atomes lourds est limité, leurs sites peuvent étre détectés
par une fonction de différence de Patterson calculée a partir des modules de Fpy et de Fp et
montrant les vecteurs interatomiques liés aux atomes lourds. Connaissant la position des
atomes lourds, Fy peut étre déterminé. A partir de Fy et des modules de Fpy et de Fp, les

phases associées a Fp sont déterminées par triangulation (Figure 70).

Fp
FPH2 FPH1

Figure 70:Représentation schématique du principe de triangulation par phasage MIR. Fp est le facteur de
structure du cristal natif, Fy celui du dérivé lourd, Fpy celui du cristal dérivé. Dans ce cas, deux dérivés
lourds différents notés 1 (vert) et 2 (rouge) ont été utilisés lors du phasage pour lever I’indétermination.

Le point d’intersection des trois cercles correspond a la phase.

Avec un seul dérivé lourd, il reste une ambiguité sur la phase : deux solutions restent
possibles, pour la lever il faut utiliser un second dérivé lourd. En pratique, I’isomorphisme
n’est que partiellement réalisée, ceci diminue la qualité du phasage en particulier a haute
résolution.

La seconde approche consiste en 1’utilisation de la diffusion anomale : la méthode
MAD (Multiple-wavelength Anomalous Dispersion). Elle utilise la propriété de la variation
du facteur de diffusion d’un atome au voisinage de son seuil d’absorption. Des jeux de
données sont enregistrés sur un méme cristal a différentes longueurs d’onde proche du seuil

d’absorption du diffuseur anomal présent dans le cristal. La détermination des phases se fait
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comme précédemment, 1’avantage est ’utilisation d’un seul cristal donc il n’y a pas de
problémes d’isomorphisme. A I’heure actuelle, le principal diffuseur anomal utilisé est le
sélénium dont le seuil d’absorption K est A=0.97974 A, il est possible de remplacer les

résidus méthionines par des sélénométhionines.

(ii)Le remplacement moléculaire :

A T’heure actuelle plus de 25 000 structures ont été déposées dans la Protein Data
Bank (PDB) dont la majorité a été résolue par cristallographie des rayons X. De plus, le
nombre de structures nouvelles ne cesse d’augmenter. En conséquent, il est fréquent de
retrouver la structure d’une protéine ayant un repliement supposé similaire a celle étudiée.
Dans ce cas, il est possible d’utiliser cette structure pour déterminer les phases, c’est le
remplacement moléculaire. Le principe de cette approche repose sur la détermination d’une
fonction de rotation et d’une fonction de translation permettant de passer des coordonnées du

modele connu a celles de la protéine inconnue.

d) Affinement du modele

Le mode¢le construit sur la base des cartes de densité électronique expérimentales va
présenter des imperfections. Il doit donc étre affiné afin de rapprocher au mieux les modules
des facteurs de structure calculés a partir du modele a ceux observés et aussi afin de respecter
la stéréochimie. L affinement d’une structure cristallographique repose sur une minimisation
d’énergie ou sur des principes de dynamique moléculaire et se fait par exemple avec le

programme CNS [Brunger et al, 1998].
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I11.Les facteurs cytosoliques du complexe NADPH oxydase

1.Introduction

Trois structures ont été résolues au laboratoire au cours de ces derni¢res années, la
structure du domaine TPR a 1.8A [Grizot et al, 2001], ainsi que les structures du domaine
SH3 de p40 seul et en complexe avec le motif PP de p47 [Massenet et al, 2002]. Nous avons
donc choisi de nous intéresser dans un premier temps au domaine PB1 de p40 et par la suite a
la partie N-terminale de p67. Il sera présenté ici le processus de cristallisation des deux

constructions puis 1’analyse des cristaux obtenus.

2.Etude structurale du domaine PB1 de p40

a) Le domaine PB1 de p40Cter

Le domaine PBI1 de p40 n’a été que trés récemment identifié¢ sur I’homologue de la
levure Cdc24p [Ito et al, 2001]. En effet, les 75 acides aminés Cterminaux peuvent interagir
avec le domaine PB1 de Beml1p, homologue de p67 chez la levure. C’est la méme région de
p40 qui interagit avec p67. Les seules structures de domaines PB1 existantes ont été résolues
par RMN [Terasawa et al, 2001]. Ceci explique Dl’intérét de 1’étude structurale par
cristallographie de rayons X du domaine PB1 de p40. La construction de p40 utilisée pour les
¢tudes de cristallographie de rayons X est nommée p40Cter. Le domaine PB1 de p40 est
délimité aux résidus 283 a 310, mais nous avons choisi de conserver dans notre construction

la région située entre le domaine SH3 et PB1, ainsi que la région C-terminale (Figure 71).

231 283 310 339

p40Cter l!*

Figure 71: Représentation schématique de la construction p40Cter utilisée pour les études structurales du

domaine PB1 de p40 par cristallographie de rayons X.
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Les différentes étapes de production de p40Cter ont été décrites au chapitre 2. Nous
rappellerons simplement que p40Cter est exprimée en fusion avec une séquence polyhistidine

située du coté N-terminal.

b) Les essais de cristallisation

Les premiers essais de cristallisation ont été réalisés sur la protéine avec la séquence
polyhistidine. La stratégie a consisté a partir d’une seule concentration en p40Cter de Smg/mL
de tester un large échantillon de conditions a partir du screen I de Hampton Research. La
technique de cristallisation utilisée est celle de diffusion de vapeur par goutte suspendue
décrite plus haut. La température de cristallisation était de 20°C. Ces tests ont permis de
mettre en avant les conditions en présence de sulfate d’ammonium. La condition composée
par 2.0 M sulfate d’ammonium, 0.1M de Tris.HCI pH 8.5 a conduit a la formation de
granules. L’étape suivante a consisté en 1’optimisation de cette condition en faisant varier la
concentration en sulfate d’ammonium, ainsi que le pH de la solution tampon Tris.HCI. Dans
cette optique d’optimisation, I’addition du formate de sodium a également été testée. En effet,
il a été plusieurs fois décrit des conditions de cristallisation ayant conduit a des cristaux et des
structures composées de 1’association du sulfate d’ammonium et du formate de sodium, 34
structures sont recensées dans la Protein Data Bank. Ces différents essais n’ont pas permis le
passage des granules a des cristaux de p40Cter, mais seulement a un fort taux de précipitation
des gouttes. Face au probléme de concentration de la protéine p40Cter et a 1’obtention de
précipité, nous avons supprimé la séquence polyhistidine. Aprés cette étape supplémentaire,
nous avons repris les criblages larges dans les mémes conditions que la premiere fois. La
majorité des conditions présentait soit des précipités soit des gouttes limpides. Ces mémes
essais ont été réalisés a une température de 8§°C. A ce stade, la condition optimale semble étre
encore une fois le sulfate d’ammonium, nous avons donc cherché a 1’optimiser notament en
faisant varier le pH, la concentration en sulfate d’ammonium, et en explorant 1’addition
d’additifs. Des aiguilles sont apparues dans les conditions suivantes 2.5M sulfate
d’ammonium, 0.1M Tris.HCl pHS8, 1.4% méthanol. La reproduction de ces cristaux et les
tentatives d’optimisation ont échoué. L’alternative choisie face a I’échec de la cristallisation
de p40Cter a été 1’étude par RMN de la protéine seule et en complexe avec son partenaire le

domaine PB1 de p67. Ce travail fait I’objet de la thése de S. Chenavas.
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3.Etude structurale de p67Nter

a) p67Nter

La construction p67Nter (Figure 72) contient a la fois le domaine TPR interagissant
avec la petite protéine G Rac, et le domaine d’activation qui interagit avec la protéine
membranaire gp91 lors de 1’activation de ce complexe. La structure du domaine TPR a été
résolue seul [Grizot et al, 2001] et en complexe avec Rac [Lapouge et al, 2000]. Au début de

ce travail, il n’existait donc aucune donnée structurale concernant le domaine d’activation.
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Figure 72 : Représentation schématique de la construction p67Nter (1-232). * représente un site de

phosphorylation.

b) Cristallisation de p67Nter

Des premiers essais de cristallisation avaient été réalisés par S. Grizot au cours de sa
thése sur p67Nter en présence de la séquence polyhistidine du c6té N-terminal. Ils avaient
conduit a ’obtention de cristaux tres fins et longs comme des « cheveux » par diffusion de
vapeur en goutte suspendue a 20°C. La concentration en protéine utilisée était de 5-6 mg/mL
et le réservoir contenait 200 mM citrate di-ammonium hydrogéne, 20% PEG 3350. A partir de
cette condition et aprés optimisation notamment en faisant varier le pH avec différentes
solutions tampons, la concentration en PEG, des cristaux plus épais ont pu étre observés. Leur
amélioration a surtout été rendue possible par la coupure de la séquence polyhistidine au
cours de la production. Les cristaux obtenus dans les conditions de PEG 3350, 100 mM acide
citrique pH 5, 200 mM citrate d’ammonium sont de grandes baguettes, fines et parfois
courbes. Afin d’essayer de faire grossir ces cristaux, des essais d’ensemencement ont été
réalisés mais sans résultats, les cristaux ont méme tendance a se dissoudre. A partir de cette
condition de nouveaux cristaux ont ét¢ obtenus dans des conditions proches soit 21% PEG
3350, 100 mM acide citrique pH 5, 200 mM citrate d’ammonium, +/- 5% glycérol (Figure
73).
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Figure 73 : Cristaux de p67Nter obtenus dans les conditions 21% PEG 3350, 100 mM acide citrique pH 5,

200 mM citrate d’ammonium. Ceux obtenus avec 5% de glycérol sont de conformations semblables.

La derni¢re voie explorée ayant conduit a des changements significatifs au niveau de la
cristallisation a été de modifier la solution tampon en restant a pH 5. Ces essais ont permis
I’obtention de cristaux dans la condition suivante : 23% PEG 3350, 100 mM acétate de

sodium pH 5, 50 mM citrate d’ammonium et congelés en présence de 20% glycérol.

Figure 74 : Cristaux de p67Nter obtenus dans 23% PEG 3350, 100 mM acétate de sodium pH 5, 50 mM

citrate d’ammonium.

Dans cette condition, la nucléation est moins importante que précédemment. Les cristaux sont

moins nombreux dans la goutte et semblent plus épais que ceux obtenus auparavant.
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¢) Cristallographie de p67Nter

Les cristaux sont auparavant trempés dans une solution cryo-protectant de méme
composition que le réservoir plus 10% de glycérol et congelés. Les premiers tests de
diffraction ont été réalisés au laboratoire sur des cristaux obtenus dans 15% PEG 3350, 200
mM citrate d’ammonium, 100 mM acide citrique pH 5. Aucune tache de diffraction n’est
observée, par contre la condition cryo-protectante semble convenir. Ces mémes cristaux ont
été testés sur BM30A a I’ESREF, ils diffractaient jusqu’a 7A de résolution. Les cristaux
obtenus dans les conditions de PEG 3350 21%, 100 mM acide citrique pH 5, 200 mM citrate
d’ammonium, +/- 5% glycérol ont été testés sur la ligne microfocus ID13 de I’ESRF. Les
cristaux étant de fines baguettes, cette ligne permet de cibler précisément sur le cristal, et du
fait de I’intensité du faisceau, les taches de diffraction seront plus intenses mais la dégradation
du cristal plus rapide. Un jeu de données couvrant un domaine angulaire de 190° en
translatant le point d’impact du faisceau régulicrement le long de la baguette a été enregistré.

La résolution maximale obtenue est de 3A.

Distance cristal détecteur 200 cm
Longueur d’onde 0.9755A
0 190 °
A@ 1°
Temps d’exposition par A@ 3*1s
Résolution maximale 3A
Maille a=50A,b=c=120A, o=60° B =y=90°

Tableau 10 : Récapitulatif des conditions de diffraction des cristaux de p67Nter sur la ligne ID13 (ESRF)

Le traitement des données de diffraction enregistrées sur la ligne ID13 par Denzo [Otwinowki
et al, 1997] et ensuite Mosflm [Powell et al, 1999], deux programmes permettant I’ intégration
des données, ont permis de déterminer les parameétres de maille du cristal. Les parameétres de
maille sont les suivants a =50 A, b=c = 120A, o= 60°, B =y=90° et il appartient au groupe de
Laue de type P3. Les essais de mise a 1’échelle réalisés avec le programme Scala (suite CCP4
[CCP4 collaborative computational project, 1994]) ont échoué. D’autres essais ont été réalisés

sur la ligne FIP de ’ESRF avec les cristaux obtenus dans 23% PEG 3350, 100 mM acétate de
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sodium pH 5, 50 mM citrate d’ammonium et congelés en présence de 20% glycérol. Un jeu
de diffraction sur 120° a alors été enregistré. Les clichés de diffraction obtenus sont de
meilleurs de qualité que les précédents. Leur traitement par le programme xds [Kabsch et al,

1993] a permis I’indexation et par la suite la mise a 1’échelle. Le groupe d’espace du cristal

est le groupe P3;.
Distance cristal détecteur 200 cm
Longueur d’onde 0.9795A
0] 120°
AQ 1°
Temps d’exposition par A¢@ 60 s
Résolution maximale 3A
Maille a=50A,b=c=120A, a=60° B =y=90°

Tableau 11 : Récapitulatif des données de diffraction des cristaux de p67Nter sur la ligne BM30A (ESRF).

Figure 75 : Cliché de diffraction d’un cristal de p67Nter sur la ligne BM30A (ESRF). La résolution

maximale de diffraction est de 2A.
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Le remplacement moléculaire a pu étre fait en utilisant comme modele la structure de p67TPR
(1HHS, référence PDB) et une carte de densité électronique a pu ainsi étre calculée. La
comparaison entre la carte de densité électronique calculée et le modele ne montre pas de

densité supplémentaire par rapport au modele.

~\

Figure 76 : Superposition de la carte de densité électronique calculée par remplacement moléculaire a
partir des données enregistrées sur la ligne FIP de PESRF et du modéle (p67TPR, code PDB : 1HHS). 11
n’est représenté que la partie C-terminale du modéle. Les chaines représentées dans cette figure

correspondent 2 quatre molécules reliées par symétrie cristallographique.

L’analyse en spectrométrie de masse de I’échantillon de protéine utilisée pour la cristallisation
a montré que la protéine p67Nter a été protéolysée du coté C-terminal. En fait, nous
retrouvions parmi toutes les espéces présentes la forme correspondante au domaine TPR.
C’est cette forme qui a cristallisée. En corrélation avec ce résultat, nous nous sommes apercus
que la qualité de la diffraction dépendait de 1’état de protéolyse de la protéine. En effet, en
rapprochant les résultats de spectrométrie de masse et la résolution maximale obtenue nous
avons constaté que lorsque la protéine p67Nter n’était peu ou pas dégradée la qualité de
diffraction est moins bonne que lorsque la protéolyse était plus importante. Ceci laisse

supposer que le domaine d’activation de p67Nter est une région flexible ce qui pose un
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probléme au processus de cristallisation. Nous pouvons ainsi expliquer le fait de ne pas

pouvoir augmenter I’épaisseur des baguettes, et aussi la mauvaise qualité de diffraction.
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Etude des facteurs cytosoliques du
complexe de la NADPH oxydase a

I’interface air-eau.
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LiIntroduction générale

Actuellement, la cristallographie des rayons X et la RMN sont des méthodes de choix
pour la détermination de structure de protéines a 1’échelle atomique. Une des limites a la
cristallographie des rayons X est 1’obtention de cristaux suffisamment ordonnés. Quant a la
RMN, sa limite principale est la taille des protéines étudiées. Cette limite se situe, a 1’heure
actuelle, entre 20000 et 40000 g/mol. Une des alternatives a I’étude structurale des protéines
est la cristallisation 2D et la microscopie ¢électronique. Devant les difficultés rencontrées lors
des études en cristallographie de rayons X des facteurs cytosoliques du complexe NADPH
oxydase et pour les essais réalisés sur des domaines isolés de ces facteurs, nous avons donc
choisi la cristallisation bidimensionnelle sur monocouches de lipides et la microscopie
¢lectronique pour tenter d’obtenir des informations structurales les concernant. Parallélement,
les monocouches ont été caractérisées par les techniques d’ellipsométrie. Dans un premier
temps, nous présenterons la technique de formation des monocouches, avant de discuter des

études réalisées en microscopie électronique et de la caractérisation des monocouches.

IL.Monocouches de protéines a l’interface air-eau.

1.Principe général de formation des monocouches.

La technique de formation des monocouches utilisée est basée sur celle de
cristallisation bidimensionnelle (2D) décrite par Kornberg en 1983 [Uzgiris et al, 1983]. Elle
utilise, en effet, le principe d’interaction d’une protéine en solution avec un ligand immobilisé
a la surface de I’eau. La premicre technique pour former cette monocouche faisait intervenir
des interactions mettant en jeu des lipides « hapténes » (interaction entre le lipide « hapténe »,
le N-dinitrophényl phosphatidyl éthanolamine DNP-PE et I’anti-corps monoclonal IgG) ainsi
que des lipides chargés en nucléotides. Par la suite, pour des raisons de limitations du nombre

de protéines cristallisables via ces interactions, des lipides modifiés ou lipides ligands ont été
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synthétisés comme par exemple les lipides biotinylés interagissant avec la streptavidine
[Blankenburg et al, 1989]. Aujourd’hui, deux types principaux d’interactions sont utilisés :
-des interactions spécifiques via une reconnaissance moléculaire par exemple entre
une séquence polyhistidine des protéines et des lipides ligands chelatant le Nickel [Kubalek et
al, 1994] [Dietrich et al, 1995], (ils peuvent ainsi se lier aux protéines exprimées avec une
séquence polyhistidine du c6té N ou C terminal en vue de leur purification),
-des interactions ioniques avec des lipides chargés négativement ou positivement

[Darst et al, 1988].

2.Les lipides

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles constitués de deux chaines
aliphatiques hydropohobes pouvant étre saturées ou insaturées et une téte polaire hydrophile
contenant un groupement phosphate. Les lipides peuvent étre partagés en deux catégories :

-les lipides modifiés décrits précédemment, ¢’est-a-dire possédant au niveau de la téte
polaire un groupement leur permettant d’interagir spécifiquement avec un partenaire tel que le
groupement NTA chelatant le Nickel et pouvant ainsi interagir avec une séquence
polyhistidine. Ce sont les lipides ligands,

-les lipides ne possédant pas de groupement supplémentaire, appelés lipides diluants.
Ils ont pour fonction de fluidifier la monocouche de lipide et ils peuvent aussi étre utilisés

pour mettre en jeu des interactions ioniques.

Au cours de nos différentes expériences, nous avons utilisé différents lipides dont nous
allons rapidement décrire la structure. Ce sont tous des phospholipides de synthése provenant
de Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster USA). De plus, ils sont naturellement présents dans
I’organisme dans les réserves lipides et les membranes. Une seule sorte de lipides ligands a
¢té utilisée au cours de notre étude, le Ni-NTA-DOGS (Figure 77). Il s’agit d’un lipide
compos¢ de deux chalnes aliphatiques identiques composées de [’acide gras 9-cis-
octadecenoic possédant 18 carbones et une insaturation cis. Il est modifié au niveau de sa téte
polaire par un groupement nitrilotriacétate (NTA) qui va chélater un ion Nickel et donc

pouvoir interagir avec la séquence polyhistidine des protéines étudiées.
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Figure 77: Formule du lipide 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[N-(5-amino 1carboxypentyl)iminodiacetic
acid)succinyl] (Nickel salt) ou Ni-NTA-DOGS

Les lipides ligands sont dilués dans des lipides sans interactions spécifiques pour la protéine,
ceci afin de donner une certaine fluidité a la monocouche et permettre la diffusion latérale des
complexes lipides protéines au sein de la monocouche. La fluidité de la monocouche lipidique
est un facteur important dans le processus de cristallisation 2D. Il existe une corrélation
directe entre la fluidité du film de lipides et la formation de cristaux. Dés que les protéines
sont adsorbées et concentrées a la monocouche, 1’organisation des protéines dépend de la
diffusion dans le plan des complexes lipide-protéine. Le processus de diffusion est controlé
par des interactions lipides-lipides et protéines-protéines. Du fait de la forte interaction entre
la séquence polyhistidine d’une protéine et le lipide chelaté par un ion Nickel, le complexe
formé se déplace peu, donc il est nécessaire de former la monocouche lipides-protéines dans
une phase fluide de lipides. Cette fluidité peut étre assurée soit par des lipides branchés soit
par des lipides insaturés comme ceux que nous avons utilisés [Courty et al, 2002], [Calvert al,
1997]. D’ou I’intérét d’utiliser des lipides diluants. L’importance de la proportion lipides
ligands/diluants sera explicitée plus tard dans ce chapitre. Les lipides diluants utilisés sont le
DOPC (Figure 79), le DOTAP (Figure 80), le DOPE (Figure 81) et le DOPS (Figure 78).
Leurs chaines aliphatiques sont composées de 1’acide gras 9-cis-octadecanoic possédant 18
carbones et une insaturation cis. La différence provient de la té€te polaire. Un autre lipide
diluant a été une fois utilisé, il s’agit d’'un mélange de lipides provenant de la membrane

d’E.coli.
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Figure 78 : Formule du lipide 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-L-Serine] (Sodium Salt) ou DOPS
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Figure 79: Formule du lipide 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine ou DOPC
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Figure 80 : Formule du lipide 1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propane (Chloride Salt) ou DOTAP
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Figure 81 : Formule du lipide 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine ou DOPE

Du fait de la présence de groupement NH3" et HPO4 sur certains lipides utilisés comme le
DOPE et le DOPC et en plus d’un groupement COOH sur le DOPS, il est possible de calculer
le pKa pour chacun d’entre eux. Ainsi, en fonction du pH de la solution tampon, leur charge

relative sera différente. Dans le cas du DOPS, pour un pH supérieur a 4, il sera chargé
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négativement alors que le DOPC et le DOPE seront a partir de ce méme pH neutre sur toute la
gamme de pH sauf le DOPE qui aura une charge positive a partir de pH 8. Par contre, ils

seront tous chargés positivement a un pH inférieur a 4.

3.Formation des monocouches

Le processus de formation des monocouches et de cristallisation se déroule en trois
¢tapes [Brisson et al, 1994] (Figure 82). Dans une cuve en téflon remplie d’une solution
tampon, nous déposons a la surface les lipides en solution dans du chloroforme. Apres
évaporation du solvant et formation de la monocouche de lipides a I’interface, les protéines
sont injectées en sous-phase. Ces derniéres vont s’adsorber aux lipides ligands et les
complexes protéines lipides diffusent dans le plan grace aux lipides diluants. Enfin, les

protéines s’auto-organisent et éventuellement forment des cristaux 2D.

a) b)
LSS, L SRS JSL RS S e es o 8 ® o 9 @
%Wl S 00 %0 00 0
&@@— protéine
)
.‘.i..i....ai..“. O\ Lipide diluant

@ N Lipide ligand

Figure 82: Représentation schématique du processus de cristallisation 2D de protéines sur une
monocouche de lipides a I’interface air-eau : a) adsorption des protéines a la monocouche lipidique, b)
diffusion dans le plan des complexes lipides-protéines dans la monocouche, ¢) auto-organisation des

protéines et formation des cristaux 2D.

La technique utilisée est la méme pour la microscopie électronique et I’ellipsométrie. La seule
différence est la cuve utilisée : pour la microscopie électronique, les monocouches sont faites

dans des plaques a puits de volume de 50 pL, I’ensemble solution et monocouche d’un puit
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est appelé goutte. Pour I’ellipsométrie, la cuve est circulaire de diamétre de 30mm et de

volume 3mL.

III.Microscopie électronique

1.Les différentes étapes de la microscopie électronique

Au cours de ce chapitre, il sera présenté les différentes étapes de 1’é¢tude d’une protéine

par microscopie électronique.

a) La cristallisation 2D

La cristallisation 2D suit la méthode de formation de monocouches des protéines a
I’interface air-eau décrite dans le paragraphe précédent. Nous préciserons simplement que les
conditions requises pour la cristallisation 2D de protéines sont les suivantes [Brisson et al,
1994]:

-I’immobilisation dans un plan qui est réalisée grace a des monocouches de lipides
ligands présentant une interaction spécifique pour la protéine,

-la mobilité dans le plan pour permettre I’échantillonnage des différentes interactions
possibles conduisant a la mise en ordre : les lipides insaturés permettent d’assurer cette
mobilité car ils forment une monocouche de Langmuir en phase fluide,

-leur orientation doit étre identique par rapport a la verticale : elle est facilitée par la
spécificité d’interaction avec le ligand. La longueur du bras espaceur entre le nickel et la téte

phospholipidique peut aussi influencer I’orientation des protéines.
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b) Préparation des échantillons pour la microscopie électronique a transmission

Pour analyser la structure de I’échantillon, il existe deux techniques de préparation : la

coloration négative et la cryo-microscopie.

(i) La coloration négative.

La présence ou I’absence de cristaux est révélée dans un premier temps par coloration
négative. Cette technique facile a mettre en place consiste dans le transfert de la monocouche
lipide protéine sur une grille de cuivre recouverte d’un film de carbone [Baumeister et al,
1978] : les lipides vont interagir avec le film de carbone via des interactions hydrophobes. La
couche est ensuite détachée de la surface de 1’eau puis colorée par de 1’acétate d’uranyl
[Grener et al, 1959]. C’est la méthode de transfert de Langmuir-Schaefer [Brisson et al,
1999]. La coloration négative assure un fort contraste du fait de la présence d’atomes lourds
autour des protéines et donne une information sur 1’enveloppe de la protéine. C’est la
premicre étape qui permet de déterminer les conditions de cristallisation et d’avoir des

données structurales a basse résolution.

(i) La cryo-microscopie électronique

Une fois les conditions de cristallisation trouvées, afin de pouvoir enregistrer des
données sur tout I’échantillon, 1’échantillon est congelé, c’est la cryo-microscopie développée
par Dubochet [Dubochet et al, 1988]. L’échantillon (particules isolées ou cristaux 2D) est
ainsi congelé au sein d’une couche de glace amorphe trés mince. Le contraste de densité
¢lectronique est moins élevé mais 1’échantillon est mieux préservé. La microscopie donne

acces a la structure interne de 1’échantillon.
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c) Formation de I’image et enregistrement des données

La formation de I’image se fait de la méme manic€re en microscopie €lectronique a
transmission et en microscopie optique. Deux images de 1’objet sont formées successivement,
la premicre dans le plan focal de la lentille : c’est le cliché de diffraction ; la deuxieme dans le
plan image, nous avons alors la projection bidimensionnelle de 1’objet. Mathématiquement, la
formation de 1’image se traduit par une transformée de Fourier de 1’objet, suivie de la
transformée de Fourier inverse du cliché de diffraction. L’enregistrement des images a faible
dose d’¢électrons se t déroule en plusieurs étapes : tout d’abord il consiste a rechercher a faible
grossissement (3500x) des zones recouvertes de protéines en se déplacant sur la grille, puis a
plus fort grossissement, nous regardons s’il y a ordre ou pas. Pour enregistrer des images, sur
une zone proche a photographier, il faut réaliser la mise au point, corriger 1’astigmatisme et
introduire une valeur précise de sous-focalisation. La prise de vue est ensuite réalisée avec
une dose d’¢lectrons permettant de photographier une méme région avec des défocalisations
différentes. Il faut ajouter a ceci que la qualité des prises de vue dépend de facteurs physiques

comme la dérive du porte-objet, la planéité de la grille...

d) Analyse des images

Les clichés enregistrés sont sélectionnés grace a un diffractometre optique selon la
qualit¢ des données de diffraction, par exemple 1’absence d’astigmatisme avant d’étre
digitalisés pour I’analyse. Elle a pour but le calcul de cartes de projection de 1’objet étudié.
Les images sont d’abord indexées une par une et les parametres de maille sont alors
déterminés. Afin de diminuer le bruit des images, elles sont filtrées : d’apres les parametres de
maille, les positions théoriques des taches de diffraction sont calculées et elles sont entourées
par des boites. Seules les taches situées au centre seront conservées. Plusieurs corrections sont
ensuite apportées au niveau du réseau cristallin, de I’astigmatisme et de la fonction de
transfert de contraste (fonction mathématique de modélisation des effets du microscope sur le
contraste d’image : aberration de sphéricité de la lentille objectif, la longueur d’onde et
défocalisation). Ce processus est réalisé sur chaque image. Pour obtenir un jeu de données
complet, plusieurs images sont additionnées telles que les phases des réflexions aient la méme

origine. Nous pouvons ainsi calculer les cartes de projection. La reconstruction d’un objet
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tridimensionnel repose sur le théoréme de la section centrale : la transformée de Fourier de la
projection 2D d’un objet 3D est une section centrale de la transformée de Fourier de cet objet.
La reconstruction se fait a partir de cartes de projections 2D. La transformée de Fourier de
chacune des projections représente différentes sections centrales de celle de 1’objet. L’origine
et I’orientation des images sont déterminées puis les transformées de Fourier des différentes
cartes de projection sont combinées. En pratique, il faut incliner la grille a I’intérieur du
microscope afin de voir I’objet sous différents angles. Une transformée de Fourier inverse va
permettre de remonter a la structure 3D. La qualité de cette reconstruction dépend de la

qualité des images utilisées, de leur nombre et de la diversité des orientations.

2.Les avantages de la microscopie électronique

Face a I’impossibilité de cristalliser en 3D une protéine, 1’approche 2D et la
microscopie ¢électronique peut se révéler €tre une alternative intéressante. En effet, elle
requiert de faibles quantités de protéines : une quantité¢ de I’ordre de 1 ug est suffisante par
essai. La qualité de I’échantillon ne doit pas €tre aussi drastique que pour la cristallisation 3D,
puisque que le processus de cristallisation est basé sur des interactions spécifiques lipides
protéines. La premicre étape limitante a 1’approche 3D est 1’obtention d’une solution de
protéine pure en quantité suffisante. De plus, la présence de zones fortement hydrophobes en
surface peut étre la cause d’une solubilisation faible de la protéine. Ainsi, les quantités de
protéines homogenes obtenues seront trop peu importantes pour pouvoir utiliser I’approche
3D. Les cristaux 2D poussent dans une large gamme de conditions de solutions incluant le pH
et la force ionique. Ainsi, une grande variété de conditions en sels et en tampons peut &tre
explorée facilement. En effet, il est possible de visualiser les monocouches de fagon directe
par la microscopie a angle de Brewster ou la microscopie optique et nous avons rapidement
des informations concernant 1I’adsorption des protéines aux lipides, et la formation de cristaux
grace au microscope a angle de Brewster. Ainsi, une large distribution de conditions peut étre
testée et analysée rapidement.

Un des avantages non négligeables par rapport a la cristallographie de RX est le fait
que nous observons 1’objet directement : il n’y a donc pas de probléeme de détermination des

phases associées aux rayons diffractés comme c’est le cas dans une expérience de diffraction
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de rayons X. En effet, le module des facteurs de structure est contenu dans 1’intensité des
phases diffusées et I’information de phase dans I’image réelle donnée par 1’objectif.
Contrairement a I’approche 3D, les résolutions obtenues sont le plus souvent de 8A. Ces
résolutions ne peuvent étre atteintes qu’en cryo-microscopie. Cette dernieére en protégeant
1I’échantillon contre les effets du rayonnement va permettre de d’enregistrer plus de données et
donc de pouvoir aller plus loin en résolution. Une limite importante de cette approche est que
I’obtention des informations structurales nécessite 1’utilisation d’un microscope électronique a
transmission et par conséquent le transfert des monocouches sur des grilles. Ceci peut
conduire a la détérioration des empilements cristallins et donc a une perte d’informations. Le
cristal 2D expose une face permettant I’interaction avec d’autres protéines facilitant ainsi
I’analyse de complexes multiprotéiques de taille importante et donc difficilement cristallisable
en 3D. Apres ’adsorption d’une premicre protéine sur la monocouche de lipides, un
partenaire peut venir interagir avec elle sur la monocouche. Il est également possible de
former le complexe en solution avant I’adsorption aux lipides.

Prenons par exemple le cas de la DNA Gyrase B d 'Escherichia coli cristallisée sur une
couche de phospholipides dérivés par la novobiocine [Célia et al, 1994]. Au cours de cette
¢tude, les auteurs ont montré que par la technique de la coloration négative, il était possible
d’obtenir une enveloppe de la molécule a une résolution de 25 a 30 A. L’obtention de cette
enveloppe a nécessité 1’enregistrement des données a partir de plusieurs grilles. Ceci doit
laisser supposer que les monocouches et les grilles sont identiques mais la difficulté a remplir
cette condition explique cette basse résolution. Ce modéle permet de constater que la DNA
Gyrase B a une structure en V, mais nous ne disposons que d’une information sur la
projection de la structure de la protéine. L’utilisation de la cryo-microscopie a donné acces a
une résolution supérieure de ’ordre de 8 A, et donc a des informations structurales
supplémentaires. En effet, la projection montre un gradient de densité de protéine le long de
I’axe principal du monomeére. Il est ainsi possible de délimiter les différents domaines de la
protéine. Cela a permis de replacer a I’intérieur de cette enveloppe la structure résolue par
cristallographie de rayons X de I'un de ces domaines. De plus, cette technique, dans les cas
trés favorables, peut permettre d’obtenir des structures a des résolutions proches de la
résolution atomique. En effet, a partir des cristaux 2D de streptavidine, des clichés de
diffraction ont été obtenus jusqu’a une résolution de 3A [Avila-Sakar et al, 1996] en cryo-
microscopie électronique. La comparaison au modele obtenu par rayons X a montré la
concordance entre les deux cartes. La résolution a pu étre étendue a 2.5 A par affinement du

modele atomique contre les amplitudes de diffraction de microscopie électronique. Cet
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exemple est le seul cas d’obtention d’une carte a cette résolution en microscopie €lectronique.
D’autres exemples, notamment 1’étude concernant la toxine du choléra [Mosser et al, 1992],
ont montré que I’on pouvait observer des pics de diffraction jusqu’a environ 4A. Mais, la
carte de projection obtenue aprés le traitement des données ne va qu’a une résolution de 9A
(résolution maximale pour laquelle les pics dans les transformées de Fourier des images sont
visibles ).

A partir de cristaux 2D et de la microscopie électronique, il est de plus en plus
fréquent d’obtenir des informations structurales jusqu’a 8 A de résolution cela permet d’avoir
une enveloppe de la molécule et dans certains cas de pouvoir positionner les hélices o.
Cependant, certains cristaux 2D sont trés bien orientés et peuvent diffracter jusqu’a3 A. Dans
tous les cas,cela nécessite 1’utilisation de la cryo-microscopie. Cependant, la coloration
négative est nécessaire dans un premier pour déterminer les conditions de cristallisation
puisqu’elle est beaucoup plus simple a mettre en place. S’il existe des données structurales a
haute résolution sur des domaines de la protéine étudiée déterminées auparavant par
cristallographie des rayons X, par exemple, il est alors possible de les replacer dans
I’enveloppe. Ceci permet donc, d’avoir un modele structural pseudo-atomique de la protéine

entiére.

3.Stratégie pour I’étude des facteurs cytosoliques du complexe NADPH

oxydase

Les avantages de la microscopie électronique nous ont conduit a choisir, dans un
premier temps, cette approche pour 1’étude des facteurs cytosoliques du complexe NADPH
oxydase. En effet, du fait de la difficulté rencontrée pour obtenir ces protéines en quantité et
qualité suffisantes pour la cristallographie RX et les conditions requises pour la microscopie
électronique, il nous a donc semblé possible d’obtenir des informations structurales
intéressantes concernant ces protéines. De plus, pour les trois facteurs cytosoliques, la
structure atomique de différents domaines a été résolue, on peut donc espérer dans le cas

d’obtention de données a une résolution suffisante pouvoir les replacer dans la molécule.
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4.Les conditions expérimentales.
a) Les protéines étudiées.

Mis a part les deux facteurs cytosoliques p47 et p40, une protéine de fusion entre p67
et p47 a été mise a notre disposition pour cette étude [Ebisu et al, 2001] (Figure 83). Cette
protéine de fusion comprend les domaines TPR et d’activation de la partie N-terminale de p67
soit les résidus 1 a 210 et la partie N-terminale des résidus 1 a 286 de p47. Elle sera désormais
appelée chimeére Tamura. Elle a la propriété d’étre plus stable que les protéines isolées. Le
clone nous a été¢ fourni par M. Tamura de I’Université de Tokyo et la protéine a été purifi¢e

par M.C. Dagher (BBSI-UMR 5092 /DRDC/CEA Grenoble).
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Figure 83: Représentation schématique des facteurs cytosoliques du complexe NADPH oxydase et de la

protéine de fusion p67-p47 ou chimére Tamura utilisés pour la cristallisation 2D sur monocouche de
lipides a I’interface air/eau. Différentes constructions issues de ces protéines ont également étaient testées.
~ représente la séquence de liaison entre les deux protéines p67 (1-213) et p47 (1-286). La séquence entre

les deux protéines est Ser-Glu-Phe.

Le Tableau 12 représente les différentes constructions étudiées en microscopie électronique.

Leur production et leur caractérisation ont été décrites au chapitre 2.
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construction Séquence polyhistidine Dénomination
N-terminale C-terminale sans
p40 (1-339) + p40 (a)
p40 (231-339) + p40Cter N-His (b)
+ p40Cter (c)
p47 (1-390) + p47 (d)
+ p47 N-His (e)
+ p47 C-His (f)
p47 (156-390) + p47 Cter N-His (g)
+ p47 Cter C-His (h)
p67 (1-213) + p67TPR (1)
+ p67TPR N-His (j)
p67 (1-232) + p67 Nter (k)
+ p67 Nter N-His (1)
p67(1-210) ~ + Chimeére Tamura (m)
p47 (1-286)

Tableau 12 : Différentes constructions des facteurs cytosoliques étudiées en microscopie électronique. Les

lettres entre parenthéses serviront 8 nommer les protéines dans la suite du chapitre.

b) Les conditions testées

Une condition standard d’obtention d’assemblages organisés en réseau bidimensionnel
a été décrite par Kubalek [Kubalek et al, 1994]. Il s’agit d’'une monocouche lipidique
constituée d’un mélange d’un lipide ligand chargé en Nickel, le Ni-NTA DOGA, et d’un
lipide diluant DOPC avec un ratio d’un lipide ligand pour trois lipides diluants. Dans la
littérature, des conditions différentes ont été décrites pour d’autres protéines, ce qui laisse
supposer une influence des parameétres sur I’obtention de cristaux. Au cours de sa thése, S.
Courty a étudié I’influence de la dilution et de la fluidité des lipides [Courty, 2001]. L’¢étude a
¢été réalisée avec la protéine Hup R qui est une protéine de régulation de la transcription chez
Rhodobacter capsulatus. En effet, il a caractéris¢ des monocouches lipides/protéines par
mesure du module de cisaillement (évaluation de la rigidité de la surface) et par microscopie
électronique en fonction du rapport lipides ligands sur lipides diluants et du type de lipides
ligands. De cette facon, il a mis en évidence le role important que jouent les lipides diluants
puisqu’en leur absence, il n’observe aucune formation de domaines cristallins. Ceci peut étre

expliqué par une densité trop importante de protéines a I’interface et par une diminution de
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leur degré de liberté empéchant leur auto-organisation. A 1’autre extréme, c’est-a-dire avec
une trop forte proportion de lipides diluants, la densité de protéines est trop faible pour
permettre les interactions protéine-protéine nécessaires a la cristallisation. De plus, il a montré
la formation de domaines parfaitement ordonnés pour des rapports 1/1 et 1/3, mais avec une
cinétique de formation des arrangements plus rapides pour le rapport 1/1 que pour le rapport
1/3. Dans plusieurs articles [Blokzjil et al, 1993], [Lebeau et al, 1999], [Nuss et al, 1999], il
été montré la présence de ramifications ou I’insertion d’insaturations au niveau des chaines
aliphatiques des lipides ligands pouvait augmenter la diffusion de ce lipide au sein de la
monocouche. L’étude de S. Courty sur I’influence de la composition en lipides a permis de
mettre en évidence que la présence de chalnes branchées sur les lipides ligands leur conférait
une mobilité accrue et de ce fait favorisait les interactions conduisant a la formation de
cristaux. En général, des cristaux 2D sont obtenus pour des rapports lipides ligands sur lipides

diluants compris entre 1/3 et 1/16.

La plupart des expériences de cristallisation 2D rapportées utilisent des lipides chargés
en ions Nickel. Dans celles-ci, les différences de cinétique d’adsorption des protéines aux
lipides observées peuvent étre expliquées par 1’accessibilité de la séquence polyhistidine. Ces
¢léments impliquent donc la nécessité de tester différents temps d’incubation et de position de
la séquence polyhistidine sur les protéines. La concentration en protéines est aussi un facteur
agissant sur la cristallisation puisqu’il a été décrit que pour des concentrations en protéines
inférieures a 100 nM (soit 10 pug/mL pour une protéine de 100 000 g/mol) il n’y a pas
d’interactions observées entre les lipides nickels et la séquence polyhistidine des protéines
[Levy et al, 2001]. Cette donnée est en accord avec les constantes de dissociation mesurées
sur des surfaces immobilisées Ni*"-NTA qui sont de I’ordre de 100 nM [Kroger et al, 1999].
En vue de ’obtention de cristaux 2D, il est donc important de tester différentes conditions et
constructions de protéines (position de la séquence polyhistidines soit en N-terminale (N-His)
soit en C-terminale (C-His) ou en son absence). En restant proche du ratio optimum de lipides
décrit plus haut [Kornberg et al, 1991], nous avons testés différents types de lipides a
différents ratios ainsi que des temps d’incubation différents. Nous avons également joué sur la
composition du tampon de cristallisation de la protéine avec différents sels et pH. Les
conditions sont résumées dans le Tableau 13. Par contre, une seule température a été testée
puisque toutes les incubations ont été faites 20°C. Plus généralement, lors des premicres
expériences de cristallisation décrite par Uzgiris [Uzgiris et al, 1983], il a déja montré

I’influence de la concentration en protéines et du temps d’incubation: pour une forte
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concentration d’anticorps et une durée d’incubation de 1 a 3 heures, des arrangements
linéaires sont observés ; alors que si la solution est plus diluée et le temps d’incubation
augmenté a 8 a 18 heures, les arrangements sont linéaires ou hexagonaux. Ces derniers
semblent alors présenter un degré d’organisation plus €levé que les arrangements linéaires et
pourraient donc étre cristallins. Dans notre cas, les monocouches sont formées dans des puits
de 50 puL ou est ajouté 0.5 uLL d’un mélange de lipides dilués dans un mélange choroforme-
méthanol 9 :1 (v:v)a 0,5 mg/mL. La goutte est incubée pendant environ trente minutes afin
de permettre 1’évaporation du chloroforme et la stabilisation de la monocouche. La protéine
est ensuite ajoutée en sous-phase. Les gouttes incubent pendant des temps variables de 4

heures a plusieurs jours sous une légere agitation.

c¢) Observation des gouttes

Les gouttes de cristallisation peuvent étre observées directement par microscopie
optique ou indirectement par microscopie a transmission. En effet, quand nous déposons les
lipides seuls a la surface de I’eau, ils forment des vésicules qui sont trés mobiles. L’adsorption
des protéines sur les lipides se traduit par une immobilisation de ces vésicules donc une
rigidification de la monocouche. Nous avons donc, ainsi, une idée du temps nécessaire aux
protéines pour venir interagir avec les lipides, et pour former une couche dense et rigide. Cette
technique d’observation ne permet pas de déterminer la présence ou non de cristaux, pour
cela, nous utilisons une méthode indirecte, la microscopie a transmission puisqu’elle nécessite
le transfert des monocouches sur des grilles. Elle ne permet pas seulement de voir des cristaux
mais c’est elle que nous allons utiliser pour enregistrer des données de diffraction si cristal il y
a. En fin d’incubation, la monocouche lipides-protéines est transférée sur des grilles de
microscopie ¢lectronique selon la méthode de Langmuir-Schaefer décrite précédemment. Les
grilles colorées a 1’acétate d’uranyle 1% sont observées au microscope électronique a

transmission de type CM12, Philips ( Figure 84).
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Figure 84 : Microscope électronique a transmission CM12, Philips utilisé pour I’observation des grilles.

La source d’électrons est une cathode en hexaborure de lanthane (LaBg). La tension de travail est 120 kV.

5.Résultats

Les différentes constructions présentées dans le Tableau 12 ont été testées dans
plusieurs conditions de cristallisation. Toutes les monocouches ont été observées au
microscope optique dans un premier temps. Cette observation montre, qu’en général, la
monocouche est rigide au bout de trente minutes a une heure, ce qui permet de vérifier
I’interaction des protéines aux lipides. Au cours des analyses par microscopie €lectronique,
nous avons observé des structures organisées sur les monocouches formées en présence de
sels. Afin de vérifier si ces structures étaient des protéines organisées, des incubations dans
des conditions similaires mais sans protéines ont mis en évidence le méme type de structure.
Il ne s’agissait donc pas de cristaux de protéines. Ainsi, au cours de nos essais de
cristallisation, nous avons pu observer que les sels pouvaient entrainer les lipides a former des
liposomes qui sont des assemblages ressemblants a des plaques de protéines. Pour toutes les
autres protéines et conditions, les monocouches formées sont homogenes et nous pouvons

noter I’absence d’agrégats contrairement aux premiers essais.

a) p67Nter et p67TPR

Les résultats sont présentés au Tableau 13. On observe une bonne fixation des
protéines aux lipides, la couche commence a se rigidifier en moyenne en une heure sauf pour
p67TPR (i) ou aucune rigidification n’est observée en présence des lipides DOTAP : il n’y a

pas de fixation des p67TPR aux DOTAP, ce qui est confirmé par I’observation des grilles au
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microscope électronique. Il y a des plaques recouvrant la surface mais pas d’ordre. Les
plaques ne sont pas dues a la présence de sels (MgCl,, CaCl,,...) puisqu’elles se retrouvent en
leur absence. Mais leur présence semble ralentir la fixation des protéines aux lipides, la

rigidification de la monocouche est moins rapide.

lipides Ratio Sels
0 MgCl, CaCl, ZnCl, NaCl
Ni-DOGS/DOPC 1:1 J.l J.l JA! j»l .l
1:3
1:4 J»l Jnl Jnl
Ni-DOGS/coli 1:1 J»l J»l Jnl J»l
1:4
Ni-DOGS/DOPS 1:3 1 1 1
Ni- 1:3 1 |
DOGS/DOTAP
Ni-DOGS/DOPE 1:3 1 |
DOTAP il il i
DOPG

Tableau 13 : Récapitulatif des essais de cristallisation 2D pour p67 TPR N-His (j) et p67 Nter N-His (I).

b) p47

Lors des premiers essais, p47 N-His semblait étre la protéine qui avait tendance a
mieux former des monocouches organisées. Dans le cas de p47 (Tableau 14), les sels
n’agissent pas seulement sur la vitesse d’interaction entre les lipides et les protéines mais
aussi sur la qualit¢ des empilements observés. Les monocouches sont beaucoup plus

homogénes en présence de MgCl, qu’en présence de CaCl, (Figure 85).
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Lipides Ratio Sels
MgCl, CaCl, ZnCl, NaCl
Ni-DOGS/DOPC 1:1 e e e e
1:3 ef ef e,f
1:4
Ni-DOGS/DOPS 1:3 e e
Ni-DOGS/DOTAP 1:3 e e
Ni-DOGS/DOPE 1:3 e e
DOTAP d d d

Tableau 14 : Récapitulatif des essais de cristallisation 2D pour p47 (d), p47 N-His(e) et p47 C-His (f)

e

Figure 85 : Cliché de microscopie électronique d’une monocouche de p47 N-His fixée sur des lipides Ni-
DOGS/DOPC (1/3) en présence de 20 mM de MgCl,. Le grossissement est de 1560 x.

c) p47Cter

Des plaques sont observées mais sans organisation des protéines entre elles (Tableau
15). Des tests aux pH 6.7 et 8.7 et le passage d’une concentration en protéine de 0.5 a 1
mg/mL ne permettent que la formation d’agrégats. Face a ce constat, la seconde forme n’a pas

été testée.
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Lipides Ratio Sels
MgCl, CaCl, ZnCl, NaCl
Ni-DOGS/DOPC 1:1 g g
1:3
1:4
Tableau 15 : Récapitulatif des essais de cristallisation 2D pour p47 Cter N-His (g)
d) p40Cter
lipides Ratio Sels
MgCl, CaCl, ZnCl, NaCl
Ni-DOGS/DOPC 1:1 b b b
1:3
1:4 b b b
DOTAP b b b
DOPG

Tableau 16 : récapitulatif des essais de cristallisation 2D pour p40 Cter N-His (b)

Pour p40Cter (Tableau 16), il y a existence de plaques et d’empilements notamment en
présence de 20mM CaCl, et des lipides Ni-DOGS/DOPS & un rapport 1 :1. Ces empilements
semblant prometteurs des essais a plus fortes concentrations en CaCl, et avec un ratio en
lipides de 1 :4 ont été réalisés. Ils n’ont pas permis de favoriser la formation de réseaux
cristallins. Les premiers essais de cristallisation ont été réalisés a une concentration de 0.5
mg/mL, et, afin d’essayer de favoriser les contacts intermoléculaires, nous avons augmenté la
concentration a 1 mg/mL. Le passage d’une concentration en protéines de 0.1 a 0.5 mg/mL

voir 1 mg/mL pour p40 Cter ne semble pas favoriser dans notre cas les interactions protéine-

protéine.
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d) p40 et chimére Tamura

lipides Ratio Sels
MgCl, CaCl, ZnCl, NaCl
a,m a,m a,m
DOTAP

Tableau 17 : Récapitulatif des essais testées pour p40 (a) et la chimére Tamura (m)

Les essais réalisés sur ces deux protéines montrent leur capacité a interagir avec des
lipides chargés (Tableau 17). La surface est recouverte de fagon homogéne, mais sans
organisation apparente (Figure 86). La présence de sels ou la durée d’incubation de quelques
heures a plusieurs jours ne semblent jouer aucun rdle puisque la variation de ces deux

parametres ne modifie pas le comportement de la monocouche.

Figure 86 : Cliché de microscopie électronique d’une monocouche de p40 fixée sur des lipides DOTAP. Le
grossissement est de 2600 x.

Pour tous les facteurs cytosoliques étudiés, la microscopie €lectronique nous montre
un fond recouvert de protéines mais pas d’arrangements cristallins. Les monocouches sont
homogenes apres quatre heures d’incubation et aucune évolution n’est observée si les couches
sont incubées plus longtemps par exemple jusqu’a 72 heures. Dans beaucoup de monocouches
observées au microscope ¢€lectronique, des objets sont visibles mais ce sont des liposomes ce
qui est confirmé par 1’incubation des lipides seuls en présence des différents tampons. En

général, ce qui est observé c’est une fixation rapide des protéines sur les lipides mais que cette
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vitesse est ralentie par la présence d’ions tels que le calcium ou le magnésium. Enfin, les

monocouches formées sont homogenes mais il n’y a aucun signe d’organisation.

6. Vers la cristallisation des complexes

Les protéines seules ne présentant aucune tendance a cristalliser, des essais de
cristallisation des protéines en complexe ont été réalisés. Les différents complexes testés en
cristallisation 2D sont présentés dans le Tableau 18. 11 est précisé la masse molaire théorique

des complexes formés ainsi que le rapport stoechiométrique entre les différents constituants.

Complexes masses molaires (g/mol) rapport
P47N-His/p40 92897 1:1
P47C-His/p40 94839 1:1

P47/p40 90071 1:1
Chimere Tamura/p40 102883 1:1

Tableau 18 : Caractéristiques des différents complexes testés en cristallisation 2D

Suivant que les deux protéines possédent une séquence polyhistidine ou non, des lipides
chargés tels que le DOTAP ou des lipides Nickel tels que Ni-DOGS/DOPC 1 :3 sont utilisés.
Par ailleurs, I’effet de la présence ou non et de la nature des sels (MgCl, et CaCl,) est testé au
cours de ces essais de cristallisation. Pour les quatre complexes, on observe au microscope
photonique une rigidification de la mono couche apres environ 6 heures d’incubation. Les
grilles prélevées, colorées a I’acétate d’uranyl 1% et observées au microscope électronique a

transmission ne montrent pas d’organisation au sein de la monocouche.

7. Conclusions et perspectives

Au cours des différents essais de cristallisation des facteurs cytosoliques a I’interface
réalisés, nous n’avons pu observer aucune organisation 2D des protéines malgré la formation

de monocouches homogenes sur toute la surface. Ceci pourrait s’expliquer éventuellement
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par une trop grande densité de protéines fixées au lipide. Mais la diminution de la quantité de
protéines ne semble pas modifier I’apparence des monocouches. De plus, la quantité de
protéines fixées et le réarrangement des molécules dans le plan ne sont pas influencés par la
durée d’incubation puisque 1’aspect de la monocouche n’est pas modifié¢ au cours du temps. Il
pourrait étre intéressant d’utiliser la propriété de p47 a interagir avec le phosphatidyl inositol
comme cela a été décrit par Kanai [Kanai et al, 2001] et ensuite de d’injecter les deux autres

facteurs cytosoliques p40 et p67.

1V.Caracteérisation des monocouches

Devant les difficultés rencontrées a cristalliser a 2D les facteurs cytosoliques du
complexe de la NADPH oxdase, il semblait intéressant de comprendre le processus de
fixation des protéines aux lipides. Nous nous sommes donc attacher a caractériser I’adsorption

aux lipides de la protéine p47 seule et en complexe avec p67 par ellipsométrie.

1.Introduction

La formation de complexes protéiques sur une monocouche de lipides en vue de la
cristallisation bidimensionnelle peut se faire de deux fagons. Le complexe peut étre
préalablement formé en solution avant d’étre adsorbé aux lipides ou une protéine du complexe
est d’abord adsorbée sur la monocouche, puis les autres partenaires sont ensuite ajoutés. Afin
de mettre en évidence des différences d’adsorption d’un complexe sur une monocouche de
lipides suivant la méthode utilisée, nous avons analysé par ellipsométrie 1’adsorption du
complexe p47/p67 sur une monocouche de lipides. Cette approche a été utilisée pour
caractériser 1’adsorption de deux protéines aux lipides a D’interface air-eau en vue de
caractériser la croissance de cristaux 2D [Vénien-Bryan et al, 1998]. La protéine p47 possede
une séquence polyhistidine mais pas p67 pour pouvoir adsorber le complexe via une

interaction spécifique a des lipides chargés en nickel.
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2.Principe général de ’ellipsométrie

L’ellipsométrie est une méthode optique qui permet de caractériser les surfaces et les
interfaces par 1’analyse des changements de polarisation de la lumiere réfléchie sur une
surface. La grandeur suivie expérimentalement est 1’état de polarisation de la lumiére avant et
apres la réflexion sur I'interface a étudier. En effet, la lumicre peut €tre caractérisée par deux
directions de polarisation : parallele et perpendiculaire au plan d’incidence auxquelles
correspondent deux coefficients complexes de réflexion r;, et r;. Pour les deux composantes du
champ électrique Ep et Eg, les coefficients de réflexion dépendent de I’angle d’incidence 6 du
faisceau lumineux avec la normale a la surface. Le rapport des coefficients r, et ry définit une

(0)

,
quantité complexe : ’ellipticité, p, donnée par 1 ‘équation suivante: p=--———

r,(6)

L’angle A est défini comme étant le déphasage induit par la réflexion entre les composantes p

A

7

N

=tanye™.

et s. L’angle y déterminé a partir de tany = représente le taux de réflexion de la

composante p par rapport a la composante s. Par conséquent, 1’ellipticité décrit la facon dont
est transformée la polarisation d’une onde apres réflexion sur une surface et ceci en amplitude
et en déphasage. Si 1’onde est réfléchie sur une interface dite idéale entre deux milieux
homogenes et isotropes d’indice n; et ny, alors la composante r, s’annule pour une incidence
¢gale a ’angle de Brewster, 0g. Pour cet angle d’incidence, Yy s’annule et A passe

brusquement de 180° a 0°. L’angle Og est défini par tan(6,)=n,/n, . Dans le cas d’une

couche mince sur un substrat, une réflexion résiduelle de la composante p a I’angle de
Brewster est observée. Les variations de W et A en fonction de 0 sont alors modifiées : Y ne
s’annule plus complétement a I’angle de Brewster et le déphasage A ne passe plus
abruptement de w a 0 lorsque 1’angle d’incidence augmente. Ces variations sont dépendantes
de I’épaisseur de la couche et de son indice. Sur la Figure 87 et la Figure 88 sont représentées
respectivement les variations des angles Wy et A en fonction de 1’épaisseur de la surface et de

I’indice n.
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Figure 87 : Variation des angles ellipsométriques psi () et delta (A) en fonction d’une couche mince

(indice moyen de n=1.42) posée sur I’eau (n=1.33). Différentes épaisseurs de couches sont représentées : 0

(courbe modéle), 1, 5 et 10 nm a une longueur d’onde de 459 nm.
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Figure 88 : Variations des angles ellipsométriques psi et delta en fonction de I’angle d’incidence sur une

couche de 5 nm sur I’eau (n=1.33) pour des milieux d’indice différents 1.4, 1.5, 1.6.

Comme le montre la Figure 87, I’augmentation de 1’épaisseur de la couche entraine une

augmentation de I’angle psi au minimum ainsi que le déplacement de 1’angle de Brewster vers

les grands angles. L’angle psi est peu sensible aux petites variations d’épaisseur alors que

delta 1’est davantage. La variation de I’indice de la couche mince (Figure 88) entraine

¢galement une hausse du minimum a I’angle de Brewster, par contre son déplacement vers les

grands angles est beaucoup moins sensible. Le décalage observé n’apparait en effet que pour

des indices supérieurs a ceux de notre systéme lipides-protéines d’environ n=1.42.
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3. Montage expérimental

L’ellipsometre utilisé est un ellipsometre spectroscopique a modulation de phase
UVISEL de Jobin-Yvon (Instruments SA) (Figure 89). Le procédé utilisé est celui décrit par
L. Martel au cours de sa thése [Martel, 2002]. Dans une cuve en Téflon de volume environ
3mL, la monocouche est formée selon le principe décrit plus haut. Le rayonnement incident
est produit par une lampe a arc Xénon et analysé a une longueur d’onde de 459 nm soit 2.7
eV. Avant d’étre réfléchi sur la surface, un polariseur polarise la lumiere linéairement a 45°
par rapport au modulateur. Le modulateur dépolarise ensuite 1égerement I’onde en ajoutant
une composante perpendiculaire. Par conséquent, la polarisation de I’onde incidente sur
I’échantillon varie de linéaire a elliptique a la fréquence du modulateur. Apres réflexion sur la
surface, I’onde change de polarisation puisque les deux composantes p et s ne sont pas
réfléchies de la méme maniére par 1’échantillon. Le faisceau passe par un deuxie¢me
polariseur, 1’analyseur, croisé avec le premier avant de passer par un monochromateur qui

permet de sélectionner la longueur d’onde voulue.

Polarizer
| Modulator Analyzer

Shutter Filters

Figure 89 : Représentation schématique de I’ellipsométre utilisé pour nos expériences.

La mesure de I’intensité a la fréquence de modulation m et a la fréquence double 2m permet le
calcul des angles y et A. L’ellipsometre est monté sur un goniomeétre ce qui permet de faire
varier 1’angle d’incidence 6 du faisceau. L’enregistrement des courbes W(0) et A(O) va
permettre la modélisation de 1’épaisseur de la monocouche pour un n donné ou Ila
modélisation de n pour une épaisseur donnée. De plus, la mesure a angle fixe (60 = 65-1°) de

I’angle A permet de suivre la cinétique d’adsorption. Cependant, il faut tenir compte du fait

137



que pour des épaisseurs importantes supérieures a 2nm, la variation de I’angle A n’est plus

tout a fait linéaire avec 1’épaisseur de la couche [Martel, 2002].

4.Les conditions testées

La caractérisation des monocouches a été principalement axée sur 1’étude du complexe
p47-p67. Pour se faire, nous avons utilis¢ les concentrations en lipides décrites comme
optimales pour la cristallisation 2D soit un lipide ligand (Ni-NTA-DOGS) pour trois lipides
diluants (DOPC). La monocouche de lipides est formée a la surface de la solution tampon (50
mM HEPES.Na pH 8, 100 mM NacCl, 5% glycérol) dans une cuve en téflon de volume de 3
mL et de diamétre de 30 mm. La monocouche est laissée au repos pendant environ trente
minutes avant d’injecter la protéine en sous-phase. Tout au long de I’expérience, nous
observons la cinétique d’adsorption ce qui en ellipsométrie correspond & une mesure en
fonction du temps de I’angle A a un angle d’incidence 0 fixé tel que 6=05-1°. Pratiquement,
I’angle A est mesuré pendant trente minutes sur le tampon, apres le dépot des lipides, et celui
de la protéine. Entre chaque cinétique, les angles y et A en fonction de 1’angle d’incidence 0
sont mesurés afin de mieux caractériser 1’évolution de la monocouche. Parmi p47 et p67,
seule p47 possede une séquence polyhistidine en position N-terminale permettant son
interaction avec le lipide Ni-NTA-DOGS. Elle a été produite a partir de la construction MBP-
(His)e-p47. Nous la nommerons (His)s-p47. Nous avons donc suivi 1’adsorption de p67 seul
sur les lipides DOGS/DOPC (1 :3) afin d’estimer 1’adsorption non spécifique aux lipides puis
celle de p47 seule avant d’injecter p67. Ensuite, nous ’avons comparé a 1’adsorption du
complexe (1:1) de p47-p67 formé en solution. Tout au long de ces expériences, la

concentration en protéines est de 100 mM.

5.Résultats

L’adsorption non spécifique de p67 a la monocouche formée par un mélange de lipides
DOGS/DOPC avec un rapport lipides ligands sur lipides diluants de 1/3 a été mesurée par

I’intermédiaire de 1’angle ellipsométrique A en fonction du temps. L’angle d’incidence 6=05-
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1°, dans I’expérience, est égal a 52°. La cinétique d’adsorption de p67 a la monocouche de

lipides est représentée a la Figure 90.
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Figure 90 : Cinétique d’adsorption de p67 sur une monocouche de lipides DOGS/DOPC 1 :3. L’angle
d’incidence est de 52°. Le temps t = 0 correspond a I’injection de la protéine en sous-phase. La valeur 8A

correspond a la variation de I’angle ellipsométrique A par rapport a celui mesuré pour le tampon.

Le dépot des lipides a la surface du tampon entraine une variation de 1’angle A ce qui laisse
supposer la formation d’une monocouche de lipidique. Suite au dépdt de p67, ’angle A
augmente de nouveau mais apres un temps de latence d’environ 25 minutes. La protéine p67
s’adsorbe donc sous la monocouche de lipides. Cependant, du fait du temps de latence
observé, il est probable qu’elle soit non spécifique car p67 ne possede pas de séquence
polyhistidine. Le suivi de 1’adsorption de p47 N-His a cette méme monocouche a été réalisé

dans des conditions identiques a celles de p67 (Figure 91).
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Figure 91 : Cinétique d’adsorption de p47 N-His sur une monocouche de lipides DOGS/DOPC 1 :3.
L’angle d’incidence est de 52°. Le temps égal a 0 correspond a l’injection de p47 N-His en sous-phase. La
valeur A correspond a la variation de ’angle ellipsométrique A par rapport a celui mesuré pour le

tampon.
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Nous noterons tout d’abord que comme pour p67, la formation de la monocouche lipidique
entraine une augmentation de 1’angle A. L’adsorption de p47 N-His a la monocouche
commence dés 1’injection pour se stabiliser aprés un peu plus de trente minutes, nous sommes
a saturation, c’est-a-dire que le maximum de p47 N-His a été adsorbé a la surface. Ceci se
traduit sur la courbe par une brusque €lévation de 1’angle ellipsométrique jusqu’a atteindre un
plateau. Contrairement a 1’adsorption de p67, celle de p47 N-His est certes plus rapide mais
elle est moins importante. Une fois qu’une molécule de p47 N-His est fixée a un lipide ligand,
nous pouvons supposer qu’il est difficile pour une deuxieme molécule de venir interagir avec
un autre lipide ligand proche du premier. Une fois que la saturation de p47 N-His est atteinte,

nous injectons p67 en sous-phase. Le profile d’adsorption est présenté a la Figure 92.
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Figure 92 : Cinétique d’adsorption de p47 N-His et de p67 sur une monocouche de DOGS/DOPC 1 :3.
L’angle d’incidence est de 52°. Le temps égal a 0 correspond a D’injection de p47 N-His. La valeur 8A

correspond a la normalisation de ’angle ellipsométrique A par rapport a celui mesuré pour le tampon.

L’injection de p67 en sous-phase ne provoque qu’une légere variation de delta par rapport a
celui observé avec p47 N-His. Il semblerait donc que p67 ne vienne pas interagir avec p47 N-
His. Nous pouvons supposer que la zone d’interaction de p47 N-His a p67 est masquée soit
par ’interaction entre la séquence polyhistidine et le lipide ligand soit parce que les molécules
de p47 forment une monocouche trop dense. La méme expérience a été réalisée en formant au
préalable le complexe p47 N-His/p67 en solution. L’angle d’incidence est toujours de 52°

(Figure 93).
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Figure 93 : Cinétique d’adsorption du complexe p47 N-His /p67 formé en solution sur une monocouche de
lipides DOGS/DOPC 1 :3. Le temps t=0 correspond a I’injection du complexe en sous-phase. La valeur dA

correspond a la normalisation de ’angle ellipsométrique A par rapport a celui mesuré pour le tampon.

L’adsorption du complexe formé en solution commence dés son injection en sous-phase (la
variation de I’angle A est positive), elle est rapide puisque la saturation est atteinte environ
apres trente minutes. La cinétique d’adsorption est dans ce cas similaire a celle de p47 N-His
(Figure 91 ) et non a celle de p67 (Figure 90) ou nous avons observé un temps de latence entre
I’injection et le début de I’adsorption. Par conséquent, nous pouvons supposer que
I’adsorption se fait par des interactions spécifiques des lipides ligands avec p47-N-His seul ou
encore en complexe avec p67. L’adsorption de p47N-His est plus rapide, donc 1’adsorption
non spécifique de p67 libre ne peut avoir lieu. La surface des lipides est recouverte de p47 N-
His et p67 ne peut donc pas s’adsorber. La variation de ’angle delta dans le cas du complexe
formé en solution est d’environ 40° alors que lorsqu’il est formé sur la monocouche, elle est
de 20°. Nous n’avons aucun moyen de vérifier ce que nous avons fixé a la surface des lipides,
mais s’il s’agit du complexe alors il est donc plus facile de le fixer aux lipides apres I’avoir
formé en solution que de le former sur la monocouche de lipides en injectant les protéines
I’une apreés l'autre. Le complexe formé en solution a été analysé par chromatographie
d’exclusion afin de vérifier que nous sommes bien en présence du complexe (données non

montrées ici).
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6. Conclusions et perspectives

Au cours de I’analyse de I’adsorption de p47 N-His seule et en complexe avec p67,
nous avons pu constater que p47 N-His seul venait rapidement s’adsorber a la monocouche.
Ce résultat est en accord avec ceux observés en microscopie €lectronique ou nous avons
confirmé la capacité de p47 N-His a former des couches homogenes. De plus, la vitesse
d’adsorption est similaire aux observations de microscopie optique sur les « gouttes » de p47.
Nous avons également montré au cours de la caractérisation des monocouches lipides-
protéines par ellipsométrie que le complexe p47 N-His/p67 ne pouvait pas se former en
injectant les protéines les unes apres les autres. En effet, il semblerait que la zone
d’interaction de p47 pour p67 soit masquée quand p47 forme une monocouche dense. Ce
phénomene peut s’expliquer par une densité trop importante de protéines due a une forte
densité¢ de lipides ligands a la surface, il serait donc intéressant de tester des rapports
lipidiques avec plus de lipides diluants pour un lipide ligand. De plus, nous observons qu’il
est possible d’adsorber le complexe formé en solution a une monocouche constituée d’un
mélange d’un lipide ligand pour trois lipides diluants. L’ellipsométrie permet donc de
confirmer 1’adsorption de p47 N-His a une monocouche de lipides via des interactions nickel-
histidine. Cependant, dans les conditions testées, 1’ellipsométrie montre également que le
complexe p47 N-His/p67 n’est adsorbé aux lipides qu’aprés avoir été préalablement formé en

solution.

Dans le cadre de notre étude, 1’ellipsométrie est donc une méthode de caractérisation
intéressante des monocouches lipides protéines. En effet, elle permet de savoir s’il est
possible de former un complexe directement sur la monocouche ou si il faut d’abord le former

en solution suivant le rapport lipide ligand sur lipide diluant utilisé.
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I.Principe de la diffusion des rayons X par la matiére

L’interaction d’un rayonnement avec la matieére produit trois phénoméenes physiques
distincts : 1’absorption, 1’émission et la diffusion de rayonnement. Nous consideérerons dans
notre cas uniquement la diffusion élastique des rayons X par la matiére : il n’y a pas de
transfert d’énergie entre les photons et les électrons. Un échantillon est placé dans un faisceau

de rayons X (RX) de longueur d’ondeA. Nous introduisons les vecteurs suivants :

Qo le vecteur d’onde de I’onde plane incidente et |Q0| = 277[

Q; le vecteur d’onde caractéristique de ’onde diffusée, sa direction indique la direction

d’observation et pour une diffusion élastique|Q1| = |Q0| .

47 sin @

Q le vecteur de diffusion Q= Q- Qo et son module est |Q| = 1

Q
.l;';rI
R0 2 i i

Q

Figure 94 : Représentation de la diffusion par un objet de volume V..

L’amplitude de I’onde diffusée par cet objet dans la direction d’observation définie par le
vecteur Q, est nommée F(Q). Elle est donnée par la transformée de Fourier de la densité

¢lectronique p(r) de I’objet diffusant :

F(Q) = [ p(r)e™%dr

La densité ¢lectronique p(r) décrit la distribution des électrons en chaque point de

I’échantillon. L’intensité diffusée par cet objet sera donnée par la relation suivante :

Q) =F(Q).F*(Q) = [[ p(r) p(r')¢ " "drdr’
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ou F*(Q) est le complexe conjugué de F(Q).

11. Diffusion aux petits angles de protéines en solution

1.Théorie

Dans le cas d’une particule en suspension dans un solvant, la diffusion aux petits
angles dépend de la différence entre la densité électronique de la particule p(r) et celle du

solvant p. Cette différence est appelée contraste et est donnée par la relation suivante :

L’expression de I’amplitude de ’onde diffusée F(Q) par une particule dans un solvant

devient :

De plus, des particules en suspension dans un solvant sont en perpétuel mouvement. Dans le
cas d’une solution isotrope, toutes les orientations sont possibles. Ainsi, I’intensité diffusée
par une solution de N particules identiques sans interactions (dite solution idéale) devient une

fonction de Q :|Q| et égale a 1(Q) = N<i(Q)>q ou <i(Q)>q est la moyenne sphérique de

I’intensité 1(Q) = F(Q).F*(Q) diffusée par une seule particule.

Les solutions de macromolécules sont rarement idéales : des interactions attractives ou
répulsives peuvent modifier I’intensité de diffusion I(Q);qza1e donnée ci-dessus. Dans ce cas,
I’intensité diffusée par une solution de concentration c¢ est donnée par la relation suivante :
[(Q,0)=1(Q)igcae *F(Q,c) ou le terme F(Q,c) est le facteur de structure de la solution. Si les
interactions ne sont pas trop importantes, F(Q,c) n'est différent de 1 que dans la région des

petits Q. En Q=0, on a la relation:
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1
HO=09=1 e
ou A; est le second coefficient du Viriel, qui est une grandeur reliée au potentiel d'interaction
entre deux protéines. En pratique, on cherche a obtenir l'intensité I(Q)igsale €n extrapolant les
données aux petits Q a concentration nulle. La relation utilisée pour I’extrapolation est:
[(Q,c)=1(Q,c=0)/(1+a(Q)c). L’extrapolation permet alors d'obtenir la courbe I(Q)igsle €n

fonction de Q, correspondant a une solution de molécules sans interaction.

2. Parameétres structuraux

La diffusion des rayons X par des particules en solution permet d’obtenir des
informations structurales a basse résolution. En premiére analyse, elle permet de déterminer la
masse molaire et le rayon de giration des molécules en solution. Une analyse plus détaillée a

I’aide d’un modele peut permettre de calculer une enveloppe de la molécule.
a) La masse molaire

L’intensité 1(0) diffusée a Q=0, normalisée par la concentration ¢ de la solution est

proportionnelle a la masse molaire M de la particule étudiée :

N,M
'uz

1(0)/c= (1= o)’

Na est le nombre d’Avogadro, po est la densité électronique du solvant et ¥ = % est le
p(r

volume ¢électronique spécifique moyen. Le parameétre p est le ratio entre la masse molaire M
et le nombre d’électrons m, il dépend donc de la composition chimique de la particule. Pour
une protéine, une bonne approximation du ratio p = M/m est 1.87 g/mol/e’. En pratique,
I’expérience est calibrée avec une protéine connue ; dans notre cas, il s’agit du lysozyme. Si

nous tenons compte du fait que W et ¥ sont a peu pres les mémes pour toutes les protéines,

. .\ o N
nous pouvons considérer en premiére approximation que k = —2-(1— P,W)° est une constante
y7i
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de l'expérience. Nous évaluons k a partir des données sur le lysozyme. Nous pouvons alors

déterminer la masse molaire de la protéine étudiée suivant la relation : 7(0) = kcM .

b) Rayon de giration et relation de Guinier.

Aux tres petits angles c’est-a-dire prés de l’origine, le développement en série de

I’intensité diffusée I(Q) peut étre restreinte au terme en Q*:
_ 1 2 2

I(Q) = 1(0) (1 - ;Rg Q7)

ou R, est le rayon de giration des particules diffusantes, donné par la relation:
[ (p(r) = py)dr

RZ

[ pydr

»

L'intensité I(Q) peut aussi €tre écrite sous la forme d’une gaussienne :

K@snmwméﬂyQ%

La largeur de la gaussienne est proportionnelle a I’inverse du carré du rayon de giration, c’est
la relation de Guinier [Guinier, 1955]. En pratique, une représentation linéaire de Inl(Q) en
fonction de Q” est utilisée. La pente de la droite obtenue nous donne le rayon de giration. Il
s’agit de la représentation de Guinier. Soulignons que I’approximation de Guinier n’est
valable que dans un domaine restreint en Q : typiquement, on considere que Q doit étre
inférieur a 1.3/Rg. Prenons deux particules de méme masse moléculaire mais de forme
différente, I’intensité a I’origine 1(0)/c sera identique pour les deux molécules mais le rayon
de giration pourra étre différent. Le rayon de giration nous donne ainsi une premicre

indication de la forme de la molécule.

c¢) Fonction de distribution des distances p(r).
La fonction p(r) représente 1’histogramme de distribution des distances inter atomiques

dans la molécule étudiée. Elle est reliée a I’intensité et peut étre déduite des données

expérimentales par la relation suivante :
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p(r) = lJ.r&I(Q)sinerQ
Ty, 2rx

La fonction p(r) est égale a zéro pour les distances supérieures a I’extension maximale de la

particule Dyp,x.

P(R)

Dmax

Figure 95 : Représentation de la fonction de distribution des distances p(r).

Pour calculer la fonction p(r) a partir de l'intensité diffusée, mesurée expérimentalement, on
peut utiliser différentes méthodes dites de "transformée indirecte". Dans ce travail, nous avons
utilisé le programme GNOM développé par D. Svergun [Svergun et al, 1992]. A partir de la
fonction de distribution des distances, il est possible d'obtenir le rayon de giration et

I’intensité a 1’origine par les relations suivantes :

D max
D Irzp(r)dr
10)=47 [p(r)dr et, R} =—% —
0 2 J- p(r)dr

0

La détermination du rayon de giration de la molécule par cette approche possede 1’avantage
d'étre moins sensible que 1’approximation de Guinier aux interactions entre les molécules et a
la présence d’oligomeres en solution. En effet, cette approche ne se limite pas a 1’utilisation

des données de diffusion aux tres petits angles et tient compte de 1’ensemble de la courbe de
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diffusion. L’allure de la courbe p(r) caractérise la forme de la molécule : la fonction p(r) d’une
protéine globulaire sera une courbe en cloche. Plus la molécule sera allongée, plus la courbe
sera étendue. La Figure 96 montre ’exemple de la Bruton tyrosine kinase étudiée par
diffusion aux petits angles de rayons X [Marquez zt al, 2003] et des différents domaines
(kinase K, SH3-SH2) qui la composent. Les courbes des domaines kinases et SH3-SH2 sont
en forme de cloche spécifique des protéines globulaires. Nous pouvons cependant noter sur la
courbe de SH3-SH2 la présence d’une bosse autour de r =4 nm caractéristique de la présence
de deux domaines. Les courbes de la construction comprenant les domaines PH-SH3-SH2 et
de la protéine entieére sont beaucoup plus étendues aux grandes distances. Ceci indique que les

protéines ont une forme allongée, les différents domaines formant un collier de perles.
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Figure 96 : Fonction de distribution des distances calculée a partir des données de diffusion aux petits
angles de différentes constructions de la Bruton tyrosine kinase (Btk), 1 représente le domaine kinase de la
Btk, 2 et 3 respectivement les domaines SH3-SH2 et PH-SH3-SH2 et 4 la protéine entiére. (d’apres
Marquez et al, 2003).

d) Représentation de Kratky.

Les expériences de diffusion aux petits angles de rayon X peuvent renseigner sur 1’état

de compaction de la molécule. La représentation de Q*I(Q) en fonction de Q donne un aper¢u
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de ce paramétre, c’est la représentation de Kratky. L’exemple du dépliement de la
néocarzinostatine [Perez et al, 2001] en fonction de la température, qui se traduit par une
perte de la compacité est donné a la Figure 97. Jusqu’a 61°C, la courbe de la protéine est celle
d’une protéine globulaire : c’est une courbe en cloche. Plus la température augmente, plus
I’amplitude du pic diminue jusqu’a obtenir un plateau pour Q>0.1A"', caractéristique d’une

protéine complétement déplice.

0.007 [T
(c) native

0.006 ! unfolded

0.005 i_ / intermadiate

0.004 - /
0.003 | / N\
N .

ey

0.001 - /

0 1 1 1 1 1 i i i
0 005 01 015 02 025 03 DU 005 01 015 02 025 03

QA" QA"

Q*I(Q)/(0)

Figure 97 : Représentation de Kratky de la néocarzinostatine a différentes températures et de ses trois

états caractéristiques : native, dénaturée et intermédiaire.

e) Détermination de la forme d’une macromolécule.

Les données de diffusion aux petits angles ne permettent pas d’avoir acces a la

structure interne de la protéine étudi¢e. Le calcul de la courbe de diffusion théorique a partir

du modele atomique de vingt-cinq protéines nous montre les informations qu’il est possible

d’obtenir en fonction de Q (Figure 98).
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Figure 98 : Courbes théoriques de diffusion des rayons X calculées pour 25 protéines différentes a partir
de leur modéle atomique. L’axe supérieur indique la résolution. Sur les courbes de diffusion, est indiqué le

type d’information accessible en solution en fonction de la résolution [Svergun et al, 2001].

A basse résolution (>2 nm), les courbes sont trés différentes les unes des autres et décroissent
rapidement en fonction de Q. Dans cette région, la diffusion est principalement déterminée
par les dimensions et la forme de la macromolécule. A moyenne résolution (2-0.5 nm), les
différences sont prononcées et au-dessus de 0.5 nm, les courbes sont treés similaires. Les
données a moyenne résolution apportent des informations sur le repliement de la protéine et a
partir de 0.5 nm sur la structure secondaire. Pratiquement, les données que nous avons
enregistrées sont dans le domaine de la basse résolution. Nous pouvons toutefois avoir acces
aux détails de la forme de la protéine, en calculant son enveloppe a partir de la courbe de

diffusion. Ce calcul se fait par une approche ab initio selon deux méthodes :

-Calcul d’une fonction angulaire d’enveloppe F(®) [Svergun et al, 1996].

La fonction F(w) est définie de la fagon suivante :

1, 0<r<F(w)-A
plr)=1|F(@)-r|/A, F(®)-A<r<F(w)
0, r>F(w)
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p(r) est la densité prise égale a 1 a I’'intérieur de la particule et a 0 partout ailleurs ; r et ® (®
représente I’angle solide formé par ¢ et 0) sont les coordonnées sphériques. A est le poids de
I’interface particule-solvent. La détermination de F(w) se fait en minimisant la somme des
carrés des différences entre les intensités diffusées expérimentales et calculées. Le point de
départ est une forme sphérique. Les coefficients donnant le meilleur ajustement entre la
courbe expérimentale et la courbe théorique sont obtenus suivant une procédure
d’optimisation itérative non-linéaire. L’algorithme de ce calcul est implanté dans le
programme SASHA' développé par Svergun et al. Cette approche posséde I’avantage de ne
donner qu’une seule solution. Cependant elle est rapidement limitée quand des formes plus

complexes doivent étre ajustées.

-Par un ensemble de boules proches les unes des autres [Svergun et al, 1999].

Dans cette méthode, une sphere de diametre Dmax (ou Dmax est 1’extension maximale de la
protéine, obtenue a partir de la fonction p(r) décrite précédemment), est remplie avec N
pseudo atomes de rayon ry<<R empilés de maniere dense. A chaque pseudo atome j, est
assigné un indice Xj, égala 1sile j*™¢ pseudo atome appartient a la protéine, et égal a 0 dans
le cas contraire. La structure de la protéine est décrite par le vecteur de configuration X a

N=(R/r,)’ composantes X;. La méthode consiste a trouver une configuration X qui s’ajuste sur

les données de diffusion expérimentales, c’est-a-dire telle que la fonction
f(X) = y* [IeXlD (Q),I(Q, X)]+ aP(X) soit minimale. La fonction P(X) est la pénalité qui permet

d’assurer la compacité et la connectivité de la protéine. Le coefficient o représente le poids
donné a la pénalité et il est supérieur a 0. La minimisation se fait suivant des cycles de recuit
simulé : des changements aléatoires des X; sont réalisés jusqu’a atteindre la conformation ou
la fonction f(X) est minimale. L’algorithme de cette méthode se trouve dans le programme
DAMMINSE, 1l posséde ’avantage de pouvoir calculer des enveloppes de particules complexes
contrairement &8 SASHA. Cependant, il ne donne pas une solution unique. La comparaison

d’un ensemble de solutions sert d’indicateur de la validité du modéle obtenu.

"SASHA est disponible sur le site www.embl-hamburg.de/Externalinfo/Research/Sax.
£ DAMMIN est accessible sur le site www.embl-hamburg.de/Externallnfo/Research/Sax
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Enfin, sil’on posseéde des courbes de diffusion sur un domaine étendu en Q (Q>> 0.5
A™), il est possible de construire un modéle structural de la protéine en terme de chaine de
pseudo résidus centrés sur la position des Ca [Svergun et al, 2001]. Cette approche repose
sur le méme principe que la précédente. Le volume de départ a un diamétre égal a Dmax et le
nombre de boules correspond au nombre de résidus présents dans la séquence de la protéine.
Le diamétre des pseudo résidus est en premiere approximation le diameétre moyen d’un acide
aminé soit 3.8A. Les coordonnées des pseudo résidus r; sont obtenus par minimisation d’une
fonction semblable a la précédente. Le processus de minimisation est le méme que dans le
programme DAMMIN. Cette procédure se retrouve dans le programme GASBOR" développé

par Svergun et al.

II1.Diffusion aux petits angles des facteurs cytosoliques p47 et p67 du
complexe NADPH oxydase

1.Le dispositif expérimental.

Les expériences de diffusion aux petits angles ont été réalisées sur la ligne D24 du
LURE, (Orsay). Un schéma de la ligne est représenté sur la Figure 99. Le rayonnement utilisé
est monochromatique et il est sélectionné par un monochromateur courbé de Germanium
(111). Ce dernier a pour avantage de focaliser le rayonnement et donc de concentrer toute
I’intensité incidente sur 1’échantillon. Plusieurs séries de fentes permettent de limiter les
dimensions du faisceau et de supprimer les diffusions parasites. L’échantillon est placé dans
une cellule sous-vide ce qui permet d’améliorer considérablement le rapport signal sur bruit
[Dubuisson et al, 1997]. La température a D'intérieur de la cellule peut étre régulée.
L’enregistrement des données a été faite a 4°C. La cellule est un capillaire en quartz de 1.5

mm de diamétre. Un pousse-seringue permet de déplacer I’échantillon dans le faisceau. Ceci

" GASBOR est accessible sur le site www.embl-hamburg.de/ExternalInfo/Research/Sax
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permet de renouveler 1’échantillon en cours d’expérience et de limiter les conséquences de la

formation de radicaux libres (en particulier d’empécher la formation d’agrégats).

"nunochmmahaurwurbe
asymeétrigue (Gel111)

echantillon

el
R

Fenétre de
Be (200um)|

Figure 99 : Représentation schématique de la ligne D24, LURE, Orsay.

Le détecteur est placé a une distance de 1.38 m de I’échantillon. Le domaine des Q
accessibles a la longueur d’onde utilisée A = 1.488 A est compris entre 0.015 et 0.34 A", Le
flux, la résolution et le trés faible niveau de diffusion parasite faisaient de la ligne D24 du

LURE une ligne particulierement optimisée pour la diffusion aux petits angles des protéines.

2. Les conditions expérimentales

Notre objectif est d’obtenir des informations structurales sur les facteurs cytosoliques
du complexe de la NADPH oxydase seuls dans un premier temps et par la suite sous forme
complexée. Les premicres études de diffusion aux petits angles de rayons X ont été

concentrées sur deux des trois facteurs cytosoliques, a savoir p47 et p67.
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Figure 100 : Représentation schématique des protéines p47 et p67 étudiées par diffusion aux petits angles

de rayons X. Les * indiquent les sites de phosphorylation.

Les conditions d’expression et de purification ont été décrites au chapitre 2. En fin de
purification, les protéines sont dans le tampon 50 mM HEPES.Na pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 2 mM DTT, 5% glycérol. Pour chaque protéine, les mesures de diffusion sont faites a
différentes concentrations afin de s’affranchir de I’effet des interactions en extrapolant
I’intensité diffusée a concentration nulle.

Pour p47, les concentrations utilisées sont les suivantes :

-6.4mg/mL 3. 7mg/mL 1.8 mg/mL 1.0 mg/mL

Les concentrations sont déterminées par mesure de la densité optique a 280 nm. Pour analyser
correctement les données de diffusion, il est important que les mesures des concentrations
soient précises. Dans ce but, la valeur du coefficient d’extinction molaire de la protéine a été
préalablement déterminée expérimentalement par analyse de la composition en acides aminés
de la protéine. De plus, pour chaque échantillon, la concentration est mesurée plusieurs fois.
Pour P67, les concentrations mesurées avant et aprés l'expérience de diffusion aux petits
angles different d'un facteur 2 environ. Elles sont respectivement égales a ~7, 3, 1.5, 0.75
mg/ml et 3.8, 1.5, 0.7, 0.3 mg/ml. Des analyses précises sont actuellement en cours pour
tenter de comprendre ces différences. Dans ce qui suit, I'analyse des données a été faite en
utilisant le deuxiéme jeu de valeurs de concentrations. Nous pensions en effet que ces
mesures ¢étaient les plus proches de la réalité puisqu'elles avaient été faites immédiatement
apres l'expérience. Ce point sera rediscuté tout au long de ce chapitre.

Le signal mesuré lors d'une expérience de diffusion sur une solution de protéines correspond a
la somme du signal des protéines et du signal du tampon. Seul le signal diffusé par les

protéines est intéressant dans nos analyses. Pour l'obtenir, l'intensité diffusée par le tampon
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seul est systématiquement mesuré, puis soustraite de l'intensité diffusée par la solution de

protéines. Le tampon utilisé pour ces mesures est le filtrat de concentration des protéines.

3. Diffusion aux petits angles de p47.

Les données de diffusion de p47 ont été enregistrées dans les conditions décrites
précédemment sur quatre échantillons de concentrations différentes: 1, 1.8, 3.75 et 6.4
mg/mL. La Figure 101 montre les logarithmes des intensités diffusées pour chaque
concentration. Aux trés petits Q, aucune diffusion n’est observée a cause du puits qui masque
le faisceau direct. Plus, nous allons vers les grands Q, I'intensité diffusée va présenter les
fluctuations dues & la soustraction du bruit de fond. A partir de ce moment, les données ne

sont plus utilisables.

—In [ {Q) c=1 mg/mL
— -|_n|fpi‘_:=1.s mgimL
----- In1(Q) c=6.4 mg/mL

Inl{@
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R e

—

0 0,05 o, 0,15 02 0,25 3
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Figure 101 : Représentation logarithmique de ’intensité diffusée de p47 a différentes concentrations.

Les intensités de diffusion de p47 aux différentes concentrations, normalisées par la valeur de
la concentration sont présentées sur la Figure 102. Nous pouvons ainsi constater qu’aux petits
angles, I’intensité diffusée I(Q,c)/c augmente avec la concentration, ce qui traduit 1’existence

d’interactions attractives entre les molécules p47 en solution. Pour s’affranchir de cet effet,
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une extrapolation a concentration nulle est faite aux petits Q en utilisant la relation
1(Q,c)=I(Q,c=0)/(1+ac). Le résultat de 1’extrapolation est également représenté sur la Figure

102.
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Figure 102: Représentation de ’intensité diffusée par p47 pour les concentrations utilisées : 1, 1.8, 3.75,
6.4 mg/mL et aprés extrapolation a concentration nulle (en rose). La zone grisée représente le puits qui

masque le faisceau direct.

La courbe de diffusion analysée dans la suite du travail est une courbe de diffusion
"reconstruite" de la facon suivante: a petits Q, on utilise le résultat de l'extrapolation a
concentration nulle; pour les Q supérieurs 4 0.07 A™, pour lesquels les effets d'interactions
sont négligeables, on utilise la courbe de diffusion obtenue pour la concentration la plus
¢levée, qui possede la meilleure statistique. La courbe reconstruite est présentée sur la Figure

103.
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Figure 103 : Courbe de diffusion de p47 reconstruite.

Une premiere détermination du rayon de giration et de ’intensité a I’origine est obtenue en

utilisant la relation de Guinier dans I’intervalle de Q allant de 0.013 4 0.033 A™".
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Figure 104 : Représentation de Guinier de la courbe de diffusion de p47.

La normalisation de l'intensité¢ a l'origine I(0), par celle obtenue sur le lysozyme,
permet de donner une estimation de la masse des objets diffusants dans la solution de p47.
Cette masse est de 45 600 g/mol. La masse molaire attendue pour p47 étant de 45 620 g/mol,
la protéine est donc sous forme monomérique en solution. Ce résultat est en accord avec les
données publiées anteérieurement [Grizot et al, 2001b], [Lapouge et al, 2002]. Le rayon de

giration est trouvé égal a 34.3 + 0.4 A. On constate immédiatement que ce rayon est grand par
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rapport a celui que 1'on devrait obtenir pour une protéine structurée a 3 dimensions, de masse
=~ 45000 g/mol: R, ~ 22-23 A (valeur estimée a partir du rayon de giration de protéines
connues de masse équivalente).

Un second apergu du type de structure de p47 est donné par la représentation de
Kratky, présentée sur la Figure 105. Afin de nous affranchir des effets de la dimension et de la
masse de la protéine, nous avons reporté, non pas Q?I(Q) en fonction de Q* comme c'est
habituellement le cas, mais (QRg)ZI(Q)/I(O) en fonction de QR,. La comparaison avec une
protéine typique globulaire ayant une structure tridimensionnelle bien définie
(néocarzinostatine, NCS, a température ambiante) montre que p47, bien que présentant une
courbe en cloche, n'est pas une protéine globulaire bien structurée. Elle n'est pas non plus
déstructurée comme le prouve la comparaison avec la NCS complétement dépliée sous I'effet
de la température. Les courbes de la Figure 105 donnent une premicre indication que p47
possede des domaines structurés (a cause de la forme en cloche), mais que ces domaines ne
s'associent pas pour donner une structure tridimensionnelle bien définie (a cause de 1'écart par

rapport a la courbe de la NCS a 23°C).

——MNC523°C
——NCS77°C

25 -

(QREI2 1{Q)(0)

Figure 105 : Représentation de Kratky de p47. En comparaison, sont données les courbes de la NCS
native (T=23°C) et complétement dépliée sous 1'effet de la température (T=77°C).

Un autre apercu de la forme de la molécule est donné grace a la fonction de distribution des
distances p(r) (Figure 106) calculée a partir de la courbe de diffusion "reconstruite" de la

Figure 103.
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F(R)

Figure 106 : Fonction de distribution des distances de p47 calculée a partir de la courbe de diffusion de
p47 en utilisant le programme GNOM.

La fonction de distribution de p47 posséde une extension aux grandes distances,
caractéristique des particules allongées. Ce résultat est en adéquation non seulement avec les
résultats de diffusion de neutrons aux petits angles [Grizot et al, 2001b] et
d’ultracentrifugation analytique [Lapouge et al, 2002] mais aussi avec ceux de
chromatographie d’exclusion (résultat présenté dans le chapitre 2). La protéine p47 est sous
forme de monomeére et il s’agit d’une protéine allongée. La dimension maximale de p47 est
d’environ 125 A. La fonction p(r) permet également de calculer le rayon de giration en tenant
compte de toute la courbe de diffusion. La valeur obtenue, 34.7 + 0.2 A, est en accord avec
celle obtenue par la relation de Guinier. La fonction de distribution des distances est ensuite
intégrée dans le programme DAMMIN afin de calculer une enveloppe de p47. Le volume de
départ est une sphére de diamétre Dmax = 125 A dans le cas présent. Il est rempli de 1926
pseudo atomes de rayon égal a 4.5 A. Cing a dix calculs sont effectués donnant chacun une
enveloppe de p47. Les différentes enveloppes sont superposées pour former une enveloppe
moyenne qui servira de volume de départ pour un nouveau cycle du programme DAMMIN.
Les enveloppes A a D sont obtenues aprées cing cycles de calcul, E aprés dix cycles (Figure
107). L’intérét de répéter ce processus vient du fait que DAMMIN ne donne pas de solution
unique. La comparaison des enveloppes obtenues permet d’estimer la stabilité de la solution.
Pour p47, les cinq conformations issues des calculs par DAMMIN sont toutes similaires et

montrent toutes une molécule de forme allongée.
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Figure 107 : Enveloppes de p47 obtenues par la DAMMIN. L’enveloppe a été calculée en partant d’un

volume de diameétre Dmax soit 125A.

4. Diffusion aux petits angles de p67.

Les données de diffusion aux petits angles du facteur cytosolique p67 ont été enregistrées

dans les mémes conditions que p47. Les courbes sont présentées a laFigure 108.
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Figure 108 : Diffusion de p67 a différentes concentrations 0.30, 0.7, 1.5 et 3.8 mg/mL. La zone grisée

indique le puits masquant le faisceau direct.

On constate que l'intensité diffusée 1(Q,c)/c croit tres fortement avec la concentration dans le
domaine des petits Q, plus fortement que pour p47, ce qui traduit des interactions encore plus
attractives, dans les conditions salines de I'expérience. Ceci rend I’extrapolation a
concentration nulle plus difficile, car la relation utilisée 1(Q,c)=I1(Q,c=0)/(1+0c) n'est valable
que pour des interactions modérées. La courbe "reconstruite" suivant la méme procédure que
pour la protéine p47, et présentée sur la Figure 109, posséde donc un certain degré

d'imprécision dans la région des petits Q.

—+—In (liQ) p&7)

In Q)
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Figure 109 : Courbe de diffusion de p67 reconstruite en utilisant 4 petit Q les données extrapolées a

concentration nulle, et a grands Q les données mesurées a la concentration de 3.8 mg/mL.
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Cette courbe de diffusion reconstruite permet de déterminer grace a la relation de Guinier le

rayon de giration de p67, R, =46.0 £ 0.6 A, et I’intensité a I’origine 1(0) (Figure 110).

g T T T T T T T
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Guinier pé

In {3y

25 I 1 I I I I I
0 00005 0001 00015 0002 00025 0003 00035 0,004
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Figure 110 : Ajustement a la relation de Guinier utilisé pour déterminer les parametres structuraux de

po7.

Comme précédemment pour P47, la valeur de I(0) est utilisée pour déterminer la masse
molaire, en comparant avec la valeur de I(0) obtenue sur le lysozyme. Toutefois, de par
l'incertitude sur les valeurs des concentrations de p67, il subsiste une incertitude sur la valeur
de la masse molaire des objets diffusants: on obtient une masse molaire de I'ordre de 65 000
g/mol ou de l'ordre de 130 000 g/mol suivant que 'on utilise le premier jeu (déterminé avant
I'expérience) ou le deuxiéme jeu (déterminé apres celle-ci) de concentrations. Il est donc
difficile a ce niveau de trancher entre monomeére (masse théorique 59 730 g/mol) ou dimeére;
Nous reviendrons sur ce point a la fin de ce paragraphe.

La représentation de Kratky de p67, renormalisée a R, et 1(0), a été calculée avec les
paramétres déterminés a partir de la relation de Guinier, soit R, = 46 A et 1(0) = 92.1 (u.a.).
Elle nous indique que la protéine n’est pas compleétement déstructurée, puisque la courbe a
une forme en cloche. Cependant, 1'écart avec la courbe de la NCS native montre qu'il ne s'agit

pas non plus d’une protéine globulaire bien structurée (Figure 111).
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Figure 111 Représentation de Kratky de p67, avec en comparaison les courbes de 1a NCS native (22.8°C)
et complétement dénaturée (76.8°C).

La détermination de la fonction de distribution des distances p(r) de P67 en faisant tourner le
programme GNOM sur la courbe extrapolée a concentration nulle n'est pas tres aisée, car elle
est légerement dépendante de la valeur minimale de Q que l'on utilise pour faire cette
détermination. Ceci n'est pas surprenant, étant données les difficultés mentionnées ci-dessus
pour l'extrapolation a concentration nulle dans la région des petites valeurs de Q. La
dimension maximale Dpax obtenue varie entre 150 et 180 A, le rayon de giration variant
conjointement entre 43 et 48 A. Deux exemples de fonction p(r) sont présentés sur la Figure

112.
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Figure 112 : Fonction de distribution des distances p(R) de p67 en utilisant le programme GNOM.
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Malgré les difficultés, la fonction de distribution des distances a permis de calculer un modele
en utilisant la procédure DAMMIN selon la méme procédure que celle décrite pour p47. Les
seules grandeurs qui différent sont le diametre de la sphére de départ, a noter que le résultat
dépend assez peu de la fonction p(r) utilisée (Dmax = 150 ou 180 A), le nombre de pseudo
atomes qui est de 2093 et leur rayon de 6.6 A. Les solutions obtenues sont présentées sur la
Figure 113. Les enveloppes de p67 sont similaires et confirment la forme allongée et flexible

de p67.

130 Angs 125 Angs

Figure 113 : Enveloppes de p67 calculées avec DAMMIN. A et B correspondent correspondent

respectivement 2 un Dmax de 180 et 125 A.

Le probléme qui subsiste est de savoir si ces enveloppes représentent un monomere ou un
dimere de P67. Une information intéressante est le volume exclus total correspondant a
I'ensemble des pseudo-atomes. Quelle que soit la fonction de distribution des distances
utilisée, on obtient toujours a partir de DAMMIN un volume de l'ordre de 120 000 A°. Or le
volume auquel on peut s'attendre pour un monomere de P67 est le suivant: Voo =
Mv,(1+a)/A; ou M est la masse molaire du monomere, A’le nombre d'Avogadro, v, le volume
spécifique partiel et o un coefficient qui tient compte de la premiere couche d'hydratation de
la protéine (puisque celle-ci est "visible" par diffusion aux petits angles) [Svergun et al,
1998]. Si on prend v, = 0.73 cm’/g, o, ~ 0.3-0.4 g d'eau par g de protéine, on obtient Viono ~
100 000 A’, valeur peu inférieure & la valeur correspondant aux enveloppes issues de

DAMMIN présentées sur la figure 111. Il faut noter ici que pour une protéine possédant des

168



parties flexibles, susceptibles de se mouvoir a l'intérieur d'un certain domaine, le volume
obtenu par DAMMIN est toujours supérieur au volume calculé a partir de la masse molaire, le
calcul prévalant surtout pour une protéine globulaire. Ceci peut se voir immédiatement sur la
P47, pour laquelle le programme DAMMIN conduit 4 un volume de ~ 95 000 A®, alors que le
volume calculé & partir de la formule ci-dessus est de l'ordre de 74 000 A’. De toutes ces
considérations, nous déduisons que le volume obtenu pour P67 a partir des données de
diffusion aux petits angles extrapolées a C=0, est plutot celui d'un monomere. Ceci nous
inclinerait a penser que le jeu correct de concentrations est celui déterminé avant I'expérience
de diffusion. Ce point reste évidemment a éclaircir.

L'intérét de cette déduction est qu'elle permet de réconcilier les contradictions apparentes au
sujet de p67 (monomere ou dimére) provenant des différentes expériences: centrifugation
analytique, SANS et SAXS. Les données concernant ces différentes expériences sont
récapitulées au Tableau 19. On serait en fait en présence d'un équilibre monomere-dimere, la
proportion de chaque espece dépendant des conditions de l'expérience. Les courbes de la
Figure 108 traduiraient 1'évolution de cet équilibre: la courbe a la plus basse concentration
correspondrait & une majorit¢ de monomeres, et celle a la plus haute concentration a une

majorité¢ de dimeres.

AUC SANS SAXS
50 mM HEPES.NapH 7.5 ; 50 mM HEPES.NapH | 50 mM HEPES.Na pH
Tampon 100 mM NaCl ; ImM EDTA ; 7.5 ; 400 mM NaCl ; 7.5 ;100 mM NaCl ; 1
2 mM P mercaptoéthanol 17% glycérol ; 100 mM mM EDTA, 2 mM
Imidazole DTT ; 5% glycérol
0.3 0.3 (0.75)
Concentration 0.5 1.2 0.7 (1.5)°
(mg/mL) 0.8 1.4 (3)
3.8(7)
Température 15°C 4°C 4°C
Etat Monomere Dimeére Equilibre monomére-
d’oligomérisation dimere ?
Chromatographie Monomere Dimeére Equilibre monomére-
d’exclusion dimere ?

Tableau 19 : Récapitulatif des conditions expérimentales des différentes études du facteur cytosolique p67
en solution (UCA : analytical ultracentrifugation ; SANS :small angle neutron scattering ; SAXS : small
angle X-ray scattering). Les concentrations mesurées avant les expériences de SAXS sont indiquées par *.

169



1V.Détermination de distances intramoléculaires dans p47.

La détermination de 1’enveloppe d’une macromolécule biologique est une premicre
¢tape dans 1’obtention de données structurales par diffusion aux petits angles. Si la structure
de domaines distincts de la molécule a été résolue, il est alors possible de construire un
modele de référence en les replagant dans 1’enveloppe. Afin de limiter le nombre de solutions,
il est nécessaire de chercher des contraintes du systéme, par exemple des distances
intramoléculaires. Une des techniques utilisées dans ce but est la réticulation intramoléculaire
combinée a la spectrométrie de masse [Young et al, 2000]. Les expériences de réticulation
intramoléculaire ont été réalisées dans un premier temps uniquement sur p47. Elles ont été
faites en collaboration avec le Laboratoire de Spectrométrie de masse des protéines de
I’Institut de Biologie Structurale (Grenoble) qui développe actuellement cette méthodologie.
Celle-ci a notament été utilisée pour caractériser les domaines d’interface de ’EPO [Haniu et
al, 1993]. L’agent réticulant utilisé est le BS3, Bis(sulfosuccinimidyl)suberate (Figure 114)
caractérisé par une fonction sulfo-NHS ester a chacune de ces extrémités. Il est hydrosoluble
et réagit avec les fonctions amines des chaines latérales des lysines. La longueur du bras
espaceur est de 11.4 A. Quand le BS3 est lié¢ de deux cotés sur une protéine, la masse molaire

ajoutée est de 138 g/mol.

0 O
0 8]
S03Na ) i S03Ma

N—O (CH2)6 0—N

L8] 0

Figure 114 : Formule du BS3 (Pierce).

La réaction de réticulation se produit par coupure des liaisons esters et formation de deux
liaisons peptidiques avec les amines des chaines latérales des lysines. Le tampon de la
protéine p47 a été préalablement changé en tampon phosphate PBS tamponné a pH 7.5. La
réticulation se faisant sur des fonctions amines, le tampon de la protéine ne doit pas en
contenir afin de limiter les réactions non spécifiques. Avant I’étape de réticulation, une
analyse par spectrométrie de masse de type €lectrospray a été réalisée afin de vérifier la pureté

et ’homogénéité de I’échantillon de p47. Le spectre de masse présenté au chapitre 2 (Figure
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30) ne montre qu’une seule espece correspondant a la masse molaire de p47 soit 46 300
g/mol. La réaction de réticulation se fait a température ambiante pendant 15 minutes et
plusieurs conditions ont ét¢ testées. Pour chaque réaction, un témoin sans agent réticulant est
réalis¢ parallelement dans les mémes conditions que la réticulation. Les conditions testées

sont présentées dans le Tableau 20.

N° de la Concentration de p47 en mg/mL Concentration de BS3 | Volume de réaction
réaction en mg/mL en uL

1 2.3 0.4 500

2 4.6 0.4 50

3 4.6 0.2 50

4 4.6 0.1 50

Tableau 20 : Tableau récapitulatif des conditions testées de réticulation de p47 par le BS3. Toutes les

réactions ont été faites a température ambiante pendant 15 min.

La réaction de réticulation est stoppée et I’exces de BS3 enlevé par filtration sur membranes
de taille 30 000 g/mol. Le tampon est a nouveau changé en 50 mM HEPES.Na pH 8, 100 mM
NaCl afin de limiter la présence de sels pour I’analyse en spectrométrie de masse. Le volume
final de I’échantillon est d’environ 50uL. Afin de vérifier si la réticulation a eu lieu, une
premicre analyse en spectrométrie de masse de type MALDI est réalisée. La présence de
réticulation intramoléculaire va induire 1’étalement du pic observé et son décalage vers des
plus hautes masses molaires. Ce décalage est proportionnel au nombre d’agents réticulant
fixés sur la protéine. Les résultats des réactions de réticulation 1 et de la série (2, 3, 4) seront
présentés séparément. Les spectres de masse obtenus en MALDI pour la réaction n°l sont

représentés a la Figure 115.
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Figure 115 : Spectres MALDI de p47 réticulé et non réticulé (témoin). L’échantillon réticulé a été obtenu
en présence de 0.4 mg/mL de BS3 et de 25 pmol de p47 (réaction n° 1). Le témoin subit la méme réaction
que I’échantillon réticulé moins I’addition d’agents réticulant. La fleche indique le déplacement du pic de

la protéine réticulée par rapport au témoin.

La superposition des spectres MALDI des échantillons témoin et réticulé montre une
différence entre eux. Le pic témoin correspondant a une masse molaire de 46300 g/mol nous
indique qu’il s’agit bien de p47. Le procédé de réticulation n’altere donc pas notre protéine.
L’échantillon mis en présence de 1’agent réticulant (BS3) montre un décalage du pic de la
protéine vers les hautes masses molaires. La masse molaire de la protéine est désormais
estimée a 47 700 g/mol. De plus, le pic est plus large que celui observé pour 1’échantillon
témoin. L’agent réticulant s’est donc fixé sur p47 en quantités importantes. Les autres essais
réalisés ont eu pour but de diminuer le nombre d’agents réticulant fixés a la protéine. En effet,

la fixation d’un trop grand nombre d’agents réticulant peut déstructurer la protéine.
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Figure 116 : Superposition des spectres MALDI des échantillons A : témoin, B : réticulé avec 0.1 mg/mL
de BS3 (réaction n°4), C : réticulé avec 0.2mg/mL de BS3 (réaction n°3), D : réticulé avec 0.4 mg/mL de

BS3 (réaction n°2). Le trait en pointillé montre la position du pic de p47 de I’échantillon témoin.

La superposition des spectres MALDI des expériences de réticulation avec différentes
concentrations de BS3 montre qu’a une concentration de 0.1 mg/mL de BS3 (réaction n°4), il
n’y a pas de décalage visible du pic donc pas de différence de masse observée. Aucune
molécule de BS3 n’a réagi avec la protéine. Pour les concentrations de 0.2 et 0.4 mg/mL de
BS3, les pics respectifs sont plus larges et ils sont décalés vers les hautes masses molaires.

Les nouvelles masses molaires sont respectivement de 46 800 g/mol et 46990 g/mol. La
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masse molaire attendue de p47 est estimée a 46 300 g/mol. Les écarts de masse montre une
fixation d’agents réticulant moins importante que lors de la premiére expérience. Les masses

molaires de p47 obtenues apres réticulation sont regroupées dans le tableau suivant :

N°de la Masse molaire de p47 | Nombre moyen d’agents réticulant fixés par ses
réaction réticulé deux extrémités

1 47 700 g/mol 10

2 46 990 g/mol 5

3 46 800 g/mol 4

4 46 300 g/mol 0

Tableau 21 : Résultats des expériences de réticulation par le BS3 de p47. Le nombre d’agents réticulants
fixés est calculé en considérant qu’un agent est fixé par ses deux extrémités a la protéine, ’incrément de

masse est alors de 140 g/mol par molécule de BS3 fixée.

La diminution du rapport des concentrations de BS3 sur la protéine permet de diminuer le
nombre d’agents réticulant fixé a la protéine. De plus, moins la concentration de 1’agent
réticulant est importante, moins il y a de réticulation et pour une concentration inférieure a 0.2
mg/mL, nous n’observons plus de réticulation. D’aprés les résultats des analyses en MALDI,
seules les réactions n° 1, 2 et 3 sont conservées pour la suite de I’expérience. La présence de
contaminants de hautes masses molaires est révélée par analyse sur gel SDS-PAGE 12%.
Pour les enlever, les échantillons sont filtrés sur membrane 100.10° g/mol, p47 passe alors a

travers la membrane, ce qui nous permet de récupérer un échantillon homogene.

Figure 117 : Gel SDS-PAGE 12% du témoin et de ’échantillon réticulé issu de la réaction n°1 avant
passage sur membrane (respectivement 2 et 4) et aprés passage (1 et 3). M est le marqueur de masses

molaires (Fermentas).

Suite a ce dernier passage sur membrane, les échantillons sont digérés par une endoprotéase a

sérine, la Lys-C (Roche). La Lys-C hydrolyse spécifiquement les liaisons peptidiques au
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niveau du site carboxylique des lysines. La fixation de I’agent réticulant sur une lysine
empéchera donc la coupure de se faire et par conséquent cela nous permet de détecter les
lysines modifi¢es. La digestion se fait a température ambiante pendant 18 heures. Nous
mettons nos échantillons témoins et réticulés en présence Sug de protéase. Les peptides issus
de la digestion par la Lys-C sont séparés par chromatographie en phase liquide puis analysés
par spectrométrie de masse. Une partie du produit de digestion est diluée par un solvant
contenant 0.2% d’acide formique. Les peptides sont élués par un gradient de solvant composé
de 0.2% d’acide formique et 90% de méthanol. Au fur et @ mesure que les peptides sont €lués,
ils sont alors ionisés et détectés. La comparaison entre les spectres de la protéine seule et
réticulée va permettre de mettre en évidence de nouveaux peptides au niveau de la protéine
réticulée. La masse de ces peptides sera ensuite comparée avec la liste théorique des peptides
réticulés. Nous obtenons ainsi la distance entre deux régions de la protéine distantes de la
taille du bras espaceur plus ou moins 50%.

Dans un premier temps, sur les échantillons témoins nous répertorions tous les
peptides issus de la digestion par la Lys C. Dans notre cas, nous avons pu reconstituer toute la
séquence de p47. La comparaison des spectres des échantillons témoins et réticulés ont permis
de mettre en évidence des massifs isotopiques correspondant a des peptides supplémentaires.
L’analyse par le programme développé par M. Miiller' nous donne les peptides pouvant étre
réticulés soit de facon intrapeptidique soit de fagon interpeptidique. La réaction n°l est la
seule a nous donner des résultats. L’analyse par le programme ne met en évidence qu’un seul
agent réticulant fixé par ses deux extrémités. Elle se situe entre les résidus 27 et 65 du
domaine PX de p47. 1l s’agit d’une réticulation intrapeptidique. Les autres agents réticulant
détectés n’ont réagi que d’un seul coté ou la résolution des massifs isotopiques n’est pas
suffisante pour déterminer une masse molaire précise du peptide. Ils ne sont donc pas pris en
compte. Le BS3 a été choisi comme agent réticulant du fait de la longueur intermédiaire de
son bras espaceur. Cependant cette longueur (11.4 A) est soit trop importante soit trop courte
pour pouvoir interagir avec deux lysines. Deux autres agents réticulant sont a notre
disposition : le sulfo-DST et le sulfo-EGS dont les bras espaceur ont une longueur respective
de 6.3 et 16.1 A. La prochaine étape de ce travail sera de tester ces deux agents en particulier
le sulfo-EGS qui permettrait de réticuler des lysines plus espacées dans I’espace que le BS3

car p47 est une molécule allongée et que les lysines sont réparties dans toute la séquence.

" de chez expazy
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Conclusions & perspectives.
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I1.Conclusions.

Au début de ce travail de these, les principales données structurales connues sur les
facteurs cytosoliques du complexe de la NADPH oxydase concernaient les domaines isolés.
La cristallisation des protéines enti¢res se relevant impossible, des études en solution ont été
engagées [Grizot et al, 2001b], [Lapouge et al, 2002]. Elles ont permis de mettre en évidence
I’interaction entre p40 et p47 et de décrire un modele du complexe ternaire présenté au
chapitre 1. Le travail réalisé a comporté deux axes principaux : une étude des domaines PB1
de p40 et p67Nter par cristallographie des rayons X et une étude des protéines entiéres par

microscopie ¢électronique et diffusion des rayons aux petits angles.

1.Etude des domaines PB1-p40 et p67Nter par cristallographie des rayons X.

Au début du projet, la seule structure connue de domaine PB1 était celle de
I’homologue de PB1-p67 chez la levure Bem1p. Une étude structurale a donc été engagée sur
le domaine PB1 de p40. Les différentes conditions testées ont conduit a 1’obtention de
cristaux en forme de baguettes qui n’ont pas pu étre reproduits. La construction du domaine
PBI utilisée possédait en amont et en aval deux régions ne présentant aucune structuration
connue et donc flexible. La présence de zones flexibles est a coreller avec les difficultés
rencontrées pour concentrer et cristalliser ce domaine. Récemment, une équipe a résolu la
structure du complexe PB1-p40/PB1-p67 [Wilson et al, 2003]. La construction du domaine
PB1-p40 utilisée est a quelques acides aminés pres la méme que celle que nous avons utilisé,
excepté une mutation C242V permettant d’éviter les problemes d’agrégation. Cependant, la
structure du domaine PB1-p40 a été résolue uniquement en complexe avec son partenaire
PB1-p67. 1l est donc possible que ce domaine soit trés peu stable quand il n’est pas complexé
a son partenaire. Cela a été montré par des études en RMN (S. Chenavas’, communication
personnelle).

Le domaine p67Nter (résidus 1 a 232) contient le domaine d’activation interagissant

avec le cytochrome 5558. 1l contient le domaine TPR dont la structure est connue [Grizot et

J'S. Chenavas, IBS/LPM
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al, 2001a], [Lapouge et al, 2000], mais aucune donnée structurale n’existe sur le domaine
d’activation. L’optimisation des conditions de cristallisation de p67Nter a permis I’obtention
de cristaux en forme de baguettes. Cependant, la qualité des cristaux n’était pas constante. En
effet, la caractérisation des différents échantillons a permis de mettre en évidence une
protéolyse C-terminale de la protéine au cours du temps et lors de la congélation.
Malheureusement, les cristaux de bonne qualité correspondent a la protéine protéolysée. Les
cristaux obtenus avec la forme entiére étaient systématiquement plus petits plus souples et
diffractant mal. La seule carte de densité ¢€lectronique qu’il a été possible de calculer
correspond au domaine TPR de p67. Le domaine d’activation semble donc étre une zone tres

peu structurée.

2.Etudes des facteurs cytosoliques entiers du complexe de la NADPH

oxydase.

Deux approches différentes ont été utilisées pour 1’étude des facteurs cytosoliques
entiers : d’une part par cristallisation 2D et microscopie électronique et d’autre part en
solution par diffusion des rayons X aux petits angles. Les premiers résultats de diffusion
confirment les résultats de précédentes études par diffusion de neutrons [Grizot et al, 2001b]
et d’ultracentrifugation analytique [Lapouge et al, 2002]. En effet, les facteurs cytosoliques
p47 et p67 ne sont pas des protéines globulaires mais allongées et flexibles. Les enveloppes
de ces deux facteurs cytosoliques ont pu étre calculées par le programme DAMMIN. De
nombreux essais de cristallisation 2D sur monocouche de lipides a I’interface air/eau ont été
réalisés. Diverses conditions de lipides, tampons, sels, durée d’incubation ont été testées. Sur
toutes les constructions, nous avons pu noter la formation de monocouches denses et
homogenes sans organisation cristalline. Cette absence de cristaux peut €tre causée par la
flexibilit¢ de la molécule étudiée. Ce phénomene se retrouve pour des domaines isolés des
facteurs cytosoliques pour lesquels des essais ont été réalisés. Pour la plupart p67Nter,
p40Cter, p47Cter, il s’agit de constructions possédant des zones trés peu structurées. Un
cristal est une organisation périodique de molécules identiques. Une des raisons de la non
cristallisation 2D des protéines étudiées peut se trouver dans leur forme. Prenons I’exemple
du facteur cytosolique p47. Son enveloppe a été calculée d’aprés les données de diffusion de

rayons X. Il posséde une forme plutét allongée et asymétrique (Figure 107). Sur une
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monocouche de lipides contenant un mélange de lipides ligands et diluants, nous pouvons
penser que les molécules de p47 ne s’adsorbent pas dans la méme orientation. Cette
orientation serait aléatoire et régit non pas par des interactions intermoléculaires mais par des
phénomenes de génes stériques. La Figure 118 propose un schéma d’adsorption de p47 sur
une monocouche de lipides. Cette théorie ne peut s’appliquer qu’a de gros domaines ou aux
protéines entiéres. La flexibilité est pour les petits domaines étudiés le seul parametre

pouvant empécher la cristallisation.
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Figure 118 : Modéle proposé d’adsorption de p47N-His a la monocouche de lipides. La forme donnée pour

p47N-His est basée sur ’enveloppe de p47 déterminée par diffusion des rayons X aux petits angles. Les

lipides ligands sont représentés par les — et les lipides diluants par les —.

La caractérisation des monocouches lipides-protéines a été¢ réalisée par ellipsométrie. Elle
consiste en la mesure de 1’angle delta. Cet angle est fonction de 1’adsorption des protéines sur
la monocouche de lipides. Il existe une forte adsorption aspécifique du facteur cytosolique
p67. La fixation du complexe p47/p67 se fait mieux qu’en fixant p47 dans un premier temps
puis p67. Une des explications de ce phénomene possible viendrait de la proximité des
molécules de p47 fixées a la monocouche. En effet, si les molécules de protéines sont proches
les unes des autres sans qu’il soit possible pour p67 de venir s’insérer dans la monocouche.
De plus, cette derniere est trop dense et pas suffisamment fluide pour que les complexes
lipides protéines puissent bouger dans le plan et permettre a p67 d’interagir avec p47. De plus,
la proximité des molécules de p47 peut favoriser des interactions de type SH3-PP p47/p47
d’une affinité plus forte que celle résultante de I’interaction p47/p67. L’addition de p67 ne
pourra donc pas permettre la dissociation des complexes de p47 formés a la surface de la
monocouche et I’interaction de p67 avec p47. Ainsi, si les deux protéines sont mélangées en
solution, le complexe peut se former. Il sera ensuite possible de I’adsorber sur la monocouche.
La formation de complexe par adsorption sur des lipides nécessiterait une proportion plus

importante de lipides diluants par rapport aux lipides ligands. La monocouche serait ainsi plus
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fluide, les complexes lipides-protéines pourraient ainsi diffuser dans le plan pour que p67

puisse s’insérer entre les molécules de p47 et donc interagir entre elles.

I1. Perspectives.

A T’heure actuelle, la voie la plus prometteuse pour obtenir des informations
structurales sur les facteurs cytosoliques entiers est la diffusion des rayons X aux petits
angles. Nous possédons désormais une enveloppe pour les protéines p47 et p67. Si les
données de p47 sont facilement exploitables, celles de p67 devront étre améliorés. Ceci passe
par une amélioration de la qualité de I’échantillon : diminution de la concentration en sel du
tampon, ajouter plus de glycérol. La construction d’un mode¢le de référence de p47 a partir des
structures cristallographiques des différents domaines isolés est possible. Pour cela, il faudra
d’abord déterminer des distances intramoléculaires par réticulation pour positionner les
domaines les uns par rapport aux autres. Pour le moment, un seul agent réticulant a été testé
pour p47 et il a permis de déterminer une seule distance. D’autres agents réticulants devront
étre testés et les mémes études pourront étre engagées pour p67 quand des données de
diffusion de meilleure qualité seront a notre disposition. La méme approche pourra étre
utilisée pour le troisieme facteur cytosolique p40. Pour cela, une étape de clonage est
nécessaire afin d’obtenir des échantillons homogenes de cette protéine. Une construction en
fusion avec la maltose binding protein est a ce jour envisagée.

Avec les modeles de références des différentes protéines seules, 1’étape suivante sera
I’é¢tude du complexe ternaire formé par les trois facteurs cytosoliques. Ce complexe devra
étre caractérisé biochimiquement (chromatographie d’exclusion,...), et un modele de
référence pourra également €tre construit. L’existence de toutes les interactions possibles
entre les facteurs cytosoliques n’a pas ¢t¢ démontrée in vivo, il sera donc nécessaire de
cartographier de fagon précise les zones d’interactions par digestion a la trypsine. La
détermination de distance intermoléculaire permettra de positionner correctement les
protéines les unes par rapport aux autres.

Enfin, la cristallisation 2D pourrait apporter des informations structurales
supplémentaires sur le complexe formé par les facteurs cytosoliques. Pour cela, il serait
intéressant d’utiliser 1’affinité des domaines PX de p47 et p40 pour les phosphatidyl inositols.

Cette approche possede 1’avantage que ces deux protéines s’adsorberaient a la monocouche
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dans la méme orientation. La cristallisation serait ainsi favorisée. Cette stratégie serait
particulierement intéressante pour étudier le complexe sous sa forme active. Dans la cellule,
I’interaction de p47 avec le phosphatidyl inositol (3, 4) diphosphates se fait au moment de
I’activation du complexe. La cristallisation du complexe via I’interaction p47/ phosphatidyl
inositol (3, 4) diphosphates permettrait d’obtenir des informations sur les modifications

structurales provoquées par 1’activation du complexe.
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Annexel : Microscopie électronique et cristallographie de rayons X.
Cette ¢tude a été publiée par Sato C., et al en 2004

Le récepteur 1,4,5 inositol triphosphate est un homotétramere de 1252.10° g/mol formant un
canal a calcium dans le réticulum endoplasmique. Il joue un role important dans la
transmission neuronale et dans différents processus physiologiques et morphologiques
(mémoire, division cellulaire,...). Le récepteur peut €tre décomposé en trois domaines
structuraux distincts : le domaine cytoplasmique avec une poche de liaison pour 1’inositol
triphosphate proche du coté N-terminal suivi d’un domaine transmembranaire composé de six
hélices transmembranaires et une courte région C-terminale cytoplasmique. L’inositol
triphosphate et le calcium sont deux co-agonistes et leur liaison du coté cytoplasmique sur le
récepteur entraine le passage du calcium du réticulum endoplasmique vers le cytoplasme.
L’analyse structurale a été faite par cryo-microscopie €lectronique sur des particules isolées.
Elle permet de mettre en évidence une structure complexe composée de plusieurs cavités dont
la principale est située du coté cytoplasmique au sommet de la molécule avec une forme en L

(Figure 119a).

Figure 119 : Carte de densité du récepteur IP;R1 vue sous différents angles.

De plus, il existerait une connexion entre cette structure en L et I’intérieur de la molécule. La

densité¢ de I’intérieur est quant a elle continue et montre une structure en forme de tubules.
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D’apres la carte tridimensionnelle du récepteur, il a été possible de déterminer le domaine
transmembranaire mettant en évidence une partie cytoplasmique importante par rapport a la
partie du coté de la lumiére du réticulum endoplasmique. Le domaine de liaison de I’inositol
triphosphate résolu par cristallographie des rayons X en présence de 1’inositol triphosphate a
pu étre ajusté dans la carte obtenue par microscopie €lectronique du récepteur sans ligand au
niveau de la structure en L. Suite a cet ajustement, des modifications ont été apportées sur la
structure cristallographique, elles sont indiquées par des fleches sur la Figure 120. Un modele
de fonctionnement du canal a été proposé par les auteurs sur la base de I’asjustement de la

structure modifiée dans leur modele basse résolution.

Figure 120: Structure cristallographique du site de liaison de IP; (d), les fléches indiquent les

modifications apportées pour ’ajustement dans I’enveloppe du récepteur obtenue par cryo-microscopie
(e). (D’apreés Sato et al, 2004)
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Annexe 2 : SAXS et cristallographie de rayons X :

Pour revue Petoukhov MV et al (2003).

La glutamate synthase (GItS) est une enzyme bactérienne de la classe des flavoprotéines
contenant un complexe fer-soufre. Elle est essentielle dans le processus d’assimilation de
I’ammoniaque. La partie catalytique active est formée par deux sous-unités : o (162 g/mol) et
B (52.3 g/mol). La structure de la sous-unité o a été résolue auparavant par cristallographie.
L’¢étude structurale de 1’holoenzyme af3 a été réalisée par diffusion aux petits angles suite aux
échecs de la cristallisation tridimensionnelle. Au cours de des expériences des données ont été
enregistrées pour les deux sous unités séparément puis pour I’holoenzyme. La détermination
des paramétres structuraux de la sous-unité o et 1’holoenzyme o montre qu’elles forment un
tétramére alors que la sous-unité B existe sous forme de monomére et dimére. La forme des
molécules a été déterminée par une approche ab initio [Svergun et al, 1999]. La superposition
des enveloppes de a4 et de GItS indique que les deux protéines ont une structure globale
similaire. Cependant, GtIS présente un volume supplémentaire a sa périphérie formant ainsi
un espace pour la sous-unité f (Figure 121). De plus, le modéle de B suggere qu’il s’agit

d’une protéine allongée contrairement a o qui est une protéine globulaire.

Figure 121 : Modéle a basse résolution obtenue par la méthode ab initio avec le programme DAMMIN. oy
est représentée en cyan (premiére ligne), la GItS (of)) en rouge (deuxiéme ligne), et B, en vert (troisiéme
ligne). La superposition de oy et GItS est a la quatriéme ligne. Les colonnes du milieu et de droite

montrent les modéles aprés rotation de 45° et 90° selon x et y dans le sens horaire.
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La modélisation de I’holoenzyme entiere a ¢été réalisée a partir des coordonnées de la
structure de la sous-unité o et d’une structure similaire de la sous-unité P, le domaine N-
terminal de la dihydropyrimidine dehydrogénase porcine (DPD). Le résultat de la
modélisation est montré a la Figure 122. Le modéle est en accord avec les propriétés connues

de la GtIS décrites dans la littérature.

Figure 122 : Modéle de la GItS obtenue aprés modélisation. En haut, est représenté le protomére of, en

bas I’holoenzyme (0),. Les résidus de la DPD sont en cyan, ceux de la sous-unité o sont en rouge pour le

domaine GAT (1-422), rouge pour le domaine central (423-780), vert pour le domaine FMN (781-1203).
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Annexe 3 : Expression et purification de p47 N-His et p47 C-His

1 : Induction de I’expression par IPTG 1mM dans les cellules BL21(DE3) a DOgppnm=0,6

2 : Culture pendant 4 heures a 28°C

3 : Reprise du culot dans le tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 250 mM NaCl, 20 mM
Imidazole, anti-protéases.

4 : Lyse des cellules par sonication : 2 cycles de 1 min a 40%

5 : Ultracentrifugation pendant 30 min a 45 000 rpm

6 : Injection du surnageant sur colonne Nickel (Qiagen) équilibrée en 20 mM HEPES.Na pH
7.5, 250 mM NacCl

7 : Elution par un gradient linéaire de 0 a 100 % en tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 250
mM NacCl, 300 mM Imidazole sur 60mL.

8 : Les fractions contenant notre protéine sont rassemblées puis diluées trois fois avec un
tampon 20mM HEPES.Na pH 7.5

9 : Injection sur colonne Mono S (Pharmacia) équilibrée en tampon 20 mM HEPES.Na pH
7.5

10 : Elution par un gradient linéaire de 0 & 100 % en tampon 20 mM HEPES .Na pH 7.5, 500
mM NaCl sur 50 mL

11 : Pool des fractions contenant la protéine et concentration sur membrane YM30

12 : Pour p47, la séquence polyhistidine de p47N-His est clivée par la thrombine : pour 10 pg
de protéine, on ajoute 0,025 unité¢ de thrombine. La digestion se fait a 4°C sur la nuit.

13 : Injection de 1’échantillon sur chromatographie d’exclusion (Superdex 200, Pharmacia)

14 : Elution dans le tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 310 mM NaCl

15 : Les fractions contenant p47 sont rassemblées et concentrées sur membrane YM10
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Annexe 4 : Expression et purification de GST-p47

1 : Induction de DI’expression par IPTG 0.5mM dans les cellules BL21(DE3)pLysS a
DOg00nm=0,6

2 : Culture pendant 20 heures a 20°C

3 : Reprise du culot dans le tampon 50 mM Tris.HCI pH 8, 300 mM NaCl, | mM EDTA, 2
mM DTT, cocktail d’anti-protéases.

4 : Lyse des cellules par sonication : 2 cycles de 1 min a 40%

5 : Ultracentrifugation pendant 30 min a 45 000 rpm

6 : Injection du surnageant sur colonne Glutathione-Sepharose 4B (Pharmacia) équilibrée en
50 mM Tris.HCI pH8, 300 mM NaCl, ImM EDTA, 2mM DTT.

7 : Elution par un tampon 50 mM Tris-HCI pHS, 10 mM gluthation réduit, 100 mM NaCl sur
50 mL

8 : Les fractions contenant notre protéine sont rassemblées puis la séquence GST est clivée
par la Precission (Amersham Biosciences) pour 40 mg de protéine, on ajoute 70 unités de
protéase, a 4°C pendant 4 heures.

9 : Injection sur colonne Mono S (Pharmacia) équilibrée en tampon 50 mM HEPES.Na pH 8,
50 mM NaCl, ImM EDTA, 2mM DTT.

10 : Elution par un gradient linéaire de 0 a 100 % en tampon 50 mM HEPES .Na pH 8, 500
mM NaCl 1 mM EDTA, 2 mM DTT sur 40 mL.

11 : Pool des fractions contenant la protéine et concentration sur membrane YM30
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Annexe 5 : expression et purification de MBP-p47 N-His

1 : Induction de I’expression par IPTG 0,5mM dans les cellules BL21(DE3) a DOgoonm=0.6

2 : Culture pendant 20 heures a 16°C

3 : Reprise du culot dans le tampon 50 mM Tris.HCI pH 8, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2
mM DTT, cocktail d’anti-protéases.

4 : Lyse des cellules par sonication : 2 cycles de 1 min a 40%

5 : Ultracentrifugation pendant 30 min a 45 000 rpm

6 : Injection du surnageant sur colonne amylose (Biolabs) équilibrée en 50 mM Tris.HCI pH
8,300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM DTT

7 : Elution par un gradient linéaire de 0 4 100 % en tampon 50 mM Tris. HCl pH 8, 100 mM
NaCl, 100 mM maltose.

8 : Coupure de la séquence MBP par le facteur XA (Novagen) (0,1 unité pour 50 pg de
protéine) a 4°C sur la nuit

9 : Injection sur colonne Nickel (Qiagen) équilibrée en tampon 50 mM HEPES.Na pH 8§, 50
mM NaCl,.

10 : Elution par un gradient linéaire de 0 a 100 % en tampon 50 mM HEPES Na pH 8, 50
mM NaCl, 500 mM Imidazole sur 100 mL.

11 : Pool des fractions contenant la protéine et concentration sur membrane YM30

12 : Injection de I’échantillon sur chromatographie d’exclusion (Superdex 75, Pharmacia)

14 : Elution dans le tampon 20 mM HEPES.Na pH 8, 100 mM NaCl, 5% glycérol

15 : Les fractions contenant p47 sont rassemblées et concentrées sur membrane YM30
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Annexe 6 : expression et purification de p47 Cter N-His et p47 Cter C-His

1 : Induction de I’expression par IPTG 0.5mM dans les cellules BL21(DE3) a DOgoonm=0.6

2 : Culture pendant 4 heures a 28°C

3 : Reprise du culot dans le tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 250 mM NaCl, 20 mM
Imidazole, anti-protéases.

4 : Lyse des cellules par sonication : 2 cycles de 1 min a 40%

5 : Ultracentrifugation pendant 30 min a 45 000 rpm

6 : Injection du surnageant sur colonne Nickel (Qiagen) équilibrée en 20 mM HEPES.Na pH
7.5, 250 mM NacCl

7 : Elution par un gradient linéaire de 0 a 100 % en tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 250
mM NacCl, 300 mM Imidazole sur 60mL

8 : Les fractions contenant notre protéine sont rassemblées puis diluées trois fois avec un
tampon 20mM HEPES.Na pH 7.5

9 : Injection sur colonne SP-Sepharose (Pharmacia) équilibrée en tampon 20 mM HEPES.Na
pH 7.5

10 : Elution par un gradient linéaire de 0 a 100% de tampon 20 mM HEPES.Na pH7.5, 500
mM NaCl sur 30mL

11: les fractions contenant notre protéine sont rassemblées et concentrées sur membrane
YMI10

12 : Injection sur une chromatographie d’exclusion (Superdex 200, Pharmacia)

13 : élution avec un tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM DTT

14 : Pool de fractions contenant notre protéine et concentration sur membrane YM10
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Annexe 7 : expression et purification de p67

1 : Induction de I’expression par IPTG 0.5mM dans les cellules BL21(DE3)pLysS a
DOg0onm=0.6

2 : Culture pendant 20 heures a 16°C

3 : Reprise du culot dans le tampon 50 mM Tris.HCl pH 8, 300 mM NaCl, ImM EDTA,
2mM DTT, anti-protéases.

4 : Lyse des cellules par sonication : 3 cycles de 1 min a 40%

5 : Ultracentrifugation pendant 40 min a 40 000 rpm

6 : Incubation sur la nuit a 4°C du surnageant sur des billes de Glutathione Sepharose 4B
(Pharmacia) équilibrée en 50 mM Tris.HCI pH 8, 300 mM NaCl, ImM EDTA, 2mM DTT.

7 : Elution avec un tampon 50 mM Tris.HCI pH 8, 300 mM NaCl.

8 : Les fractions contenant notre protéine sont rassemblées puis digérées avec la protéase
Precission (Amersham Biosciences) pendant 4 heures a 4°C

9 : Injection de 1’échantillon sur colonne Mono Q (Pharmacia) équilibrée en tampon 50 mM
HEPES.Na pH 8, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2mM DTT.

10 : Elution par un gradient linéaire de 0 a 100% en tampon 50 mM HEPES.Na pH 8§, 500
mM NaCl, ImM EDTA, 2 mM DTT sur 50 mL.

11 : Les échantillons contenant notre protéine sont rassemblées et concentrées sur membrane
YM 30

12 : Injection sur une chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 (Pharmacia)

13 : Elution dans un tampon 50 mM HEPES.Na pH 8, 100 mM NaCl.

14 : Pool des fractions contenant p67 et concentration sur membrane YM 30.
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Annexe 8 : expression et purification de p67 TPR et p67 Nter

1 : Induction de I’expression par IPTG 1mM dans les cellules BL21(DE3) a DOgppnm=0.6

2 : Culture pendant 4 heures a 28°C

3 : Reprise du culot dans le tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 250 mM NaCl, 20 mM
Imidazole, anti-protéases.

4 : Lyse des cellules par sonication : 2 cycles de 1 min a 40%

5 : Ultracentrifugation pendant 30 min a 45 000 rpm

6 : Injection du surnageant sur colonne Nickel (Qiagen) équilibrée en 20 mM HEPES.Na pH
7.5, 250 mM NacCl

7 : Elution par un gradient linéaire de 0 a 100 % en tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 250
mM NacCl, 300 mM Imidazole sur 50mL

8 : Les fractions contenant notre protéine sont rassemblées puis diluées trois fois avec un
tampon 20mM HEPES.Na pH 7.5

9 : Injection sur colonne SP Sepharose (Pharmacia) équilibrée en tampon 20 mM HEPES.Na
pH 7.5

10 : Elution par un gradient de 0 a 100% en tampon 20 mM HEPES.Na pH 7.5, 1M NacCl sur
50 mL

11 : les fractions contenant la protéine sont rassemblées et concentrées sur membrane YM 10.
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Annexe 9 : expression et purification de p40 Cter

1 : Induction de I’expression par IPTG 1mM dans les cellules C41(DE3) a DOgoonm=0.6

2 : Culture pendant 20 heures a 15°C

3 : Reprise du culot dans le tampon 50 mM HEPES.Na pH 7.5, 250 mM NaCl, cocktail
d’anti-protéases.

4 : Lyse des cellules par sonication : 2 cycles de 1 min a 40%

5 : Ultracentrifugation pendant 30 min a 45 000 rpm

6 : Injection du surnageant sur colonne Nickel (Qiagen) équilibrée en 50 mM HEPES.Na pH
7.5, 250 mM NacCl

7 : Elution par un gradient linéaire de 0 a 100 % en tampon 50 mM HEPES.Na pH 7.5, 250
mM NaCl, 500 mM Imidazole sur 100 mL.

8 : Les fractions contenant notre protéine sont rassemblées puis diluées trois fois avec un
tampon 20mM HEPES.Na pH 7.5

9 : Coupure de la séquence polyhistidine par le facteur XA (Novagen) a 4°C sur la nuit

10 : concentration de I’échantillon et injection sur une chromatographie d’exclusion de type
Superdex 75

11 : Elution dans un tampon 50 mM HEPES.Na pH 7.5, 30 mM NacCl.
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