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Liste des Abréviations

aMb : apomyoglobine

ANTP : Associated Non Toxic Proteins

BAR : Bin/Amphiphysine/Rvs

BoNT/x : Neurotoxine Botulique de type x

C+T : Domaines Catalytique et de Translocation de la toxine botulique
C8FTAC : Surfactant fluoré

CD : Circular Dichroism (Dichroisme Circulaire)

Ci/NaCi : Acide citrique/Citrate de Sodium

Cmc : Concentration Micellaire Critique

Dansyl-DHPE : N-(5-dimethylaminonaphthalene-1-sulfonyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine, triethylammonium salt

DMPC : Dimyristoyl phosphatidylcholine

DT : Domaine de translocation de la toxine diphtérique

EPA : Acide phosphatidique de I’oeuf

EPC : Phosphatidycholine de 1’oeuf

ESI : Electrospray lonization

FRET : Forster Resonance Energy Transfer

HA : Protéines aux propriétés Hémagglutinantes

H/D : Hydrogéne/Deutérium

Amax : Longueur d’onde maximale d’émission de fluorescence

L/P : Lipides/Protéines

LUV : Large Unilamellar Vesicle

MALDI-TOF : Matrix Assited Laser Desorption Ionization-Time Of Flight
MLYV: MultiLamellar Vesicle

NaP: NazHPO4/NaH2PO4

NSF : N-éthylmaleimide Sensitive Factor

PC : Phosphatidyl choline

PE : Phosphatidyl éthanolamine

PI : Phosphatidyl Inositol

PS : Phosphatidyl sérine

S: Coefficient de Sveberg

SNAP : Soluble NSF Attachment Protein

SNARE : Soluble NSF Associated Protein Receptor

SUV : Small Unilamellar Vesicle

sytI/II : Synaptotagmine I/I1

VAMP : Vesicle Associated Membrane Protein

[0] : ellipticité molaire moyenne par résidu

(9-10Br)-PC : 1-Palmitoyl-2-Stearoyl(9-10)dibromo-sn-Glycero-3-Phosphocholine
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Introduction

PREAMBULE

De nombreuses maladies chez ’'Homme sont causées par de puissantes toxines

produites par des bactéries pathogenes. Il existe deux grands types de toxines
bactériennes : les toxines membranolytiques et les toxines a activité intracellulaire.
Les toxines membranolytiques agissent au niveau de la membrane plasmique de la cellule
cible. Elles forment des pores ou désorganisent la membrane plasmique, ce qui conduit a la
mort cellulaire. Plusieurs classes de toxines membranolytiques ont été répertoriées en
fonction de leur activité: les toxines formatrices de pores, les toxines a activités détersives,
les phospholipases et les sphingomyélinases. La plupart de ces toxines sont sous forme
monocaténaire lorsqu’elles sont en solution et s’oligomérisent lors de leur interaction avec
leur récepteur a la membrane plasmique.

Les toxines a activité intracellulaire sont construites sur le modele A,B.,. B (pour
« Binding ») est le fragment de la toxine qui contient toute la machinerie nécessaire a
I’internalisation de la toxine et délivre la composante a activité enzymatique A (pour
« Activity ») ; n indique le nombre de fragments A liés a B, et m précise 1’état
d’oligomérisation du fragment B. Les toxines AB sont classées en trois groupes : (1) les
toxines AB composées d’un fragment A et d’un fragment B uniques, telles que la toxine
diphtérique et les neurotoxines clostridiales ; (2) les toxines ABs ayant un fragment B
pentamérique dont un exemple connu est la toxine pertussique ; et (3) les toxines A,By,
dont un exemple connu est le complexe toxique du charbon produit par Bacillus anthracis.
La Figure 1 illustre quelques exemples de toxines a activité intracellulaire.

Les toxines a activit¢ intracellulaire sont généralement composées de 3 domaines
structuraux. Chacun joue un role bien défini dans le processus d’intoxication :

* Le domaine de liaison au récepteur : il reconnait le récepteur a la membrane

plasmique de la cellule cible.

* Le domaine de translocation : il permet le passage du domaine catalytique dans

le cytosol de la cellule cible.

* Le domaine catalytique : il porte I’activité de la toxine. Au moins six activités

enzymatiques des domaines catalytiques ont été répertoriées. Ce sont des
activités ADP-ribosyltransférase, dépurinase, déamidase, zinc-endopeptidase,

glucosyltransférase et adénylate-cyclase (Ménétrey et al., 2005).
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Figure 1 : Exemples de toxines bactériennes a activité intracellulaire. Les trois principaux
assemblages des modules A et B sont représentés ici : A;B/X" (R et T pour domaines de liaison au
Récepteur et de Translocation respectivement), A;Bs et A3B;. D ’aprés Ménétrey et al., 2005.

Le mode d’action des toxines A;B,®" est schématisé Figure 2. Ces toxines sont
synthétisées sous forme d’une chaine polypeptidique unique dont le clivage conduit & une
toxine dite « active » dans laquelle les fragments A et B sont reliés par un pont disulfure.
Dans la premiére étape de I'intoxication, la toxine A;B;N' se lie a son récepteur a la
membrane plasmique. Cela induit I’internalisation de la toxine liée a son récepteur par
endocytose. Il s’agit trés souvent d’endocytose médice par les puits recouverts de clathrine.
Ensuite la toxine se retrouve dans le compartiment endosomal de la cellule cible.
L’acidification de ’endosome conduit a des changements conformationnels du domaine de
translocation de la toxine AB pouvant aboutir a la formation d’un état particllement replié
dit « molten-globule » comme observé pour le domaine de translocation de la toxine
diphtérique (Chenal ef al., 2002). Ce dernier est alors apte a interagir avec les membranes.
Cette interaction peut conduire a la formation de canaux grace auxquels le fragment A ou
domaine catalytique passe dans le cytosol de la cellule cible. S’il n’y a pas de canal formé

dans la membrane de I’endosome, il est probable que I’interaction du domaine de
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translocation avec la membrane la déstabilise suffisamment pour permettre au domaine
catalytique d’atteindre le cytosol ou il accomplira son activité.

L’étape d’interaction du domaine de translocation avec les membranes ainsi que les
possibles changements conformationnels qui I’accompagnent sont a ce jour trés mal définis

voire inconnus pour un grand nombre de toxines, dont la toxine botulique.

As:B Figure 2 : Schéma d’action d’une toxine de la
famille AB d’aprés Montecucco et al., 1994. Les
deux fragments A et B de la toxine active sont reliés
par un pont disulfure. L action d’une toxine AB peut
se réesumer en 4 étapes. (1) Le fragment B se lie a
son récepteur a la membrane plasmique. La toxine
est internalisée par endocytose et se retrouve dans
les endosomes. (2) Avec [’acidification du
compartiment endosomal, le fragment B se détache
de son récepteur et subit des changements
conformationnels pouvant mener a une forme dite
« molten-globule » du domaine de translocation.
Cette forme est apte a interagir avec la membrane
endosomale pour former un canal ou la déstabiliser
suffisamment (3) pour faire passer le fragment A
dans le cytosol de la cellule cible. (4) Clivage du
pont disulfure entre fragments A et B. Le fragment A
atteint son substrat catalytique.

La caractérisation des mécanismes d’action de ces toxines permettrait de synthétiser des
inhibiteurs spécifiques capables d’agir méme apres internalisation de la toxine dans la
cellule cible. Ainsi, ce type d’étude ouvre la voie a de nouvelles possibilités thérapeutiques
spécifiques dont I’action serait moins limitée dans le temps comme c’est le cas des
sérothérapies, car les anticorps ne peuvent entrer dans les cellules cibles. Ces toxines
représentent également un danger dans le cas d’une utilisation malveillante, d’ou la
nécessité de savoir se prémunir de leurs effets de fagon efficace aprés exposition a la
toxine.

D’autre part, certaines de ces toxines sont utilisées comme agents thérapeutiques.
C’est notamment le cas de la toxine botulique. Cette derniere a pour effet de causer une
paralysie flasque. Cette propriété est utilisée dans le traitement de nombreuses pathologies
(blépharospasme, dysphonie spastique, myopathie orbitale, etc...).Une autre possibilité
d’utilisation thérapeutique de ces toxines est la construction de protéines chimeéres ciblant

spécifiquement des cellules malades, dans le cas de cancers par exemple.
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A - LA TOXINE BOTULIQUE

I - Historique du botulisme

Le botulisme est une affection du systéme nerveux qui touche I’homme et les
animaux. Il est le plus souvent d’origine alimentaire. 11 cause des paralysies flasques. Le
terme de botulisme a pour origine le mot latin botulus, désignant une saucisse. La premicre
description détaillée des symptomes du botulisme a été rapportée par le médecin allemand
Justinus Kerner en 1755 et 1789. Le nombre de cas observés suite a la consommation de
saucisses, s’accroit a la fin du XVIII®™ et au début du XIX™™ siécle. Les recherches
s’orientent alors vers la présence de toxiques dans les saucisses. Des cas similaires sont
observés en Russie suite & la consommation de poisson fumé. La nature bactérienne de

eme

cette affection est identifiée au XIX™ siecle. Emile Van Ermengem isola pour la premiere
fois en 1897 une bactérie anaérobie sporogene et toxinogene d’un jambon ainsi que de
I’intestin et de la rate d’une des trois victimes d’un groupe de 34 musiciens contaminés en
Belgique en 1895. Des échantillons de culture du bacille et de filtrats provoquent les
mémes symptomes chez des animaux et méme la mort. Ainsi, Van Ermengem démontra
I’origine toxinologique de la maladie et appela 1’organisme Bacillus botulinus. Ce n’est
qu’en 1924 que le genre Clostridium apparait afin de distinguer au sein des bacilles
sporulants ceux qui sont aérobies (Bacillus) des anaérobies (Clostridium). La bactérie a
I’origine du botulisme se nomme alors Clostridium botulinum. Les épisodes de botulisme
qui suivirent ont permis de définir sept toxinotypes, nommés A a G, d’apres les propriétés

antigéniques des toxines.

II - Les Clostridium

Les neurotoxines botuliques (BoNTs) sont produites par plusieurs espéces de
Clostridium. Le genre Clostridium regroupe les bacilles & Gram positif, anaérobies stricts
sporulés. Initialement Clostridium botulinum désignait les bactéries capables de produire
des BoNTs induisant une paralysie flasque chez I’homme et 1’animal. Mais I’espéce ainsi
définie regroupait des souches aux caractéristiques physiologiques, biochimiques et
génétiques trés différentes. Des souches appartenant a d’autres espéces de Clostridium sont

capables de produire une BoNT et ont été isolées a la suite de cas de botulisme. C’est le

21




Introduction

cas de certaines souches de Clostridium butyricum qui synthétisent BONT/E et de certaines

souches de Clostridium baratii qui produisent BoNT/F.

Grace a leurs spores résistantes aux conditions extrémes (chaleur, sécheresse,
radiation, oxygene), ces bactéries sont capables de survivre pendant de trés longues
périodes. Ainsi, les Clostridium sont largement distribués dans I’environnement. Mais leur
habitat est limité : la germination des spores et la prolifération bactérienne ne peuvent avoir
lieu qu’en conditions anaérobies et en présence de nutriments. Les zones ou les
Clostridium neurotoxinogenes peuvent survivre doivent donc étre suffisamment riches en
matiere organique et étre anaérobies ou avec de faibles tensions en oxygene.

L’habitat principal de C. botulinum A, B, E, F, G est le sol et les sédiments marins ou
d’eau de source. Les toxinotypes A et B sont surtout retrouvés dans les échantillons de sol,
mais avec des localisations différentes. C botulinum A est prédominant dans la partie Ouest
des Etats-Unis, en Amérique du Sud et en Chine, alors que C botulinum B est plus fréquent
dans la partie Est des Etats-Unis et en Europe. C botulinum E a la capacité de se multiplier
et de produire des toxines a basse température (8 °C). Il est rencontré préférentiellement
dans les sédiments marins et d’eau douce, ainsi que dans le contenu intestinal des poissons
des régions nordiques de I’hémispheére Nord. C botulinum C et D ont une température
optimale de croissance entre 30 °C et 40 °C, de plus ils sont exigeants en maticre
organique. Il en résulte une localisation dans des zones riches en matiére organique des
pays chauds. Les cadavres d’animaux morts de botulisme ou porteurs de C botulinum dans
leur tube digestif sont les principaux réservoirs de ces microorganismes. C butyricum et C.
baratii sont des bactéries largement répandues dans 1’environnement (sols, sédiments,
surface des végétaux, végétaux en décomposition, contenu intestinal de I’homme et des
animaux sains). La distribution des souches neurotoxinogeénes de ces especes est mal

connuce.
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I11 - Modes de contamination du botulisme et formes cliniques

111.1 - Modes de contamination

L’apparition de pathologies dues a la production de neurotoxines par Clostridium
est accidentelle chez les mammiféres. La porte d’entrée est généralement la voie orale ou
tégumentaire a la faveur d’une effraction cutanée.

Le botulisme se caractérise par des paralysies neuromusculaires de type flasque. Les
premiers signes sont oculaires (diplopie, troubles de I’accommodation), puis des difficultés
a la déglutition avec sécheresse de la bouche et constipation s’installent. Ensuite, les nerfs
craniens sont atteints (paralysie de la face) puis les membres (fatigue, faiblesse puis
paralysie généralisée). Ces troubles sont dus a une inhibition de la transmission
cholinergique périphérique. Ils concernent aussi le systéme nerveux autonome. Dans les
formes graves de botulisme la maladie évolue vers une asthénie et une paralysie de
I’ensemble des muscles avec troubles respiratoires. La mort survient par insuffisance
respiratoire, suite a une paralysie du diaphragme.

Selon les modes de contamination, on distingue trois formes de botulisme chez I’homme.

L’intoxication alimentaire survient apres la consommation d’aliments contaminés
par C. botulinum et dans lesquels la BoNT a été produite. L’ingestion de la toxine
préformée est suffisante pour provoquer les symptomes de la maladie. Le temps
d’incubation peut durer entre 5 h et 8 j, mais il est généralement compris entre 12 h et 36 h.

Le botulisme néonatal résulte d’une toxi-infection. L’ingestion de spores ou de
formes végétatives de Clostridium neurotoxinogénes peut dans certaines conditions,
s’accompagner d’une multiplication bactérienne et de production de toxine dans le tube
digestif. Habituellement, le tube digestif des adultes et celui des enfants de plus de 6 mois
possedent les défenses naturelles suffisantes pour empécher la germination des spores et la
multiplication de C. botulinum. Chez le nouveau-né, la flore intestinale est encore
incomplétement constituée et fonctionnelle. Elle n’a pas ou peu d’effet sur la croissance de
C. botulinum et la germination des spores : c’est le botulisme infantile. La toxi-infection
botulique peut aussi survenir chez I’adulte apres perturbation de la flore intestinale par des
agents anti-microbiens ou perte de I’intégrité de la muqueuse par lésions ou inflammations

chroniques. Ces phénoménes permettent une multiplication locale de C. botulinum.
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La troisiéme forme, beaucoup plus rare, est le botulisme par blessure. Il survient par
contamination de plaies profondes ayant une faible ouverture sur I’extérieur, donc
favorables au développement de bactéries anaérobies. La présence de tissus nécrosés

stimule la croissance de C. botulinum en apportant les nutriments nécessaires.

111.2 - Le botulisme humain

Le botulisme humain est dii aux neurotoxines de type A, B, E produites par C.
botulinum et C. butyricum et aux neurotoxines de type C et F de facon exceptionnelle. Le
type A est a lorigine de la forme la plus grave de botulisme. La dose 1étale pour un
homme adulte est estimée entre 0,1-1pg de BoNT/A par voie orale (la dose 1étale 50 est de
1-5 ng/kg pour la souris). Le botulisme le plus fréquent en France est celui de type B,
développé a la suite de consommation de jambon salé et non cuit ou de charcuteries
familiales. Depuis quelques années on observe des cas de botulisme de type E. Ils sont
consécutifs a la consommation de produits de la mer. Malgré I’évolution des habitudes
alimentaires favorisant la consommation de plats cuisinés achetés dans le commerce au
détriment des conserves familiales, le nombre de cas de botulisme n’a pas diminué. En
effet, les modes de conservation des aliments (emballage sous vide d’aliments frais ou
pasteurisés et conservés réfrigérés) sont propices a la multiplication des souches de

Clostridium neurotoxinogenes (Haeghebaert et al., 2002).

111.3 - Le botulisme chez I’animal

Les cas de botulisme déclaré chez les animaux restent néanmoins rares. C.
botulinum C et D sont responsables du botulisme animal. C. botulinum C est responsable
du botulisme chez les oiseaux et C. botulinum D du botulisme chez les mammiferes et les
bovins. La principale cause de botulisme animal est la toxi-infection d’origine alimentaire.
Le botulisme animal ne fait pas ’objet d’une surveillance aussi précise que le botulisme
humain. En France, le botulisme de type C cause de lourdes pertes parmi les oiseaux
sauvages, en particulier les canards et autres oiseaux aquatiques en saison chaude et séche.
Les cadavres d’oiseaux porteurs de C. botulinum ou morts de botulisme constituent le
principal véhicule du microorganisme aux autres oiseaux. Des foyers sont également
répertoriés sporadiquement dans les ¢levages. La contamination est dans ce cas,

vraisemblablement due a la consommation d’aliments contenant des farines de viandes.
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Mais les aliments végétaux peuvent également étre porteurs de cette bactérie puisqu’elle se
développe également dans les sols. La situation du botulisme bovin est actuellement

endémique dans les régions Ouest de la France.

IV - Les complexes botuliques

IV.1 - Composition

Les BoNTs sont libérés dans le milieu sous forme de complexes. Elles sont
associées a des protéines non toxiques (ANTPs Associated Non Toxic Proteins). Ces
complexes contiennent une protéine appelée « non toxique non hémagglutinine » (NTNH)
et des protéines aux propriétés hémaglutinantes (HA). BoNT s’associe a NTNH pour
former des complexes de tailles différentes. Ainsi existe-t-il des complexes dits 125, 16S et
19S. Le complexe 12S est composé de la toxine et d’une protéine NTNH, sa masse est
d’environ 300 kDa. Le complexe 16S, dit complexe de grande taille (500 kDa), contient en
plus de la protéine NTNH, 2 protéines aux propriétés hémagglutinantes. Enfin, le
complexe 19S (900 kDa) est observé chez C. botulinum A. Ce dernier résulte
probablement de la dimérisation de complexes 16S qui seraient reliés de fagon non
covalente par une protéine HA.

Les complexes sont différents selon le type de toxine et de souche. Ainsi, chez C.
botulinum A des complexes 12S, 16S et 19S ont été observés, alors que seuls des
complexes 12S et 16S sont observés chez C. botulinum B, C et D. Seul le complexe de
type 12S est observé chez C. botulinum E et F et chez C. botulinum G seul le complexe
168 existe. Le complexe botulique de BONT/D est schématisé dans la Figure 1a.

Il existe quatre types de protéines HA : HA1, HA2, HA3a et HA3b. HA3a et 3b résultent
du clivage d’une chaine polypeptidique unique HA3 ou HA70. Pour le sérotype BoNT/A
HA1l est appelée HA35, HA2: HAILS5, HA3a: HA19-20 et HA3b: HA-52. Ces
nomenclatures font référence a la masse moléculaire de la protéine concernée.

L’origine et la fonction des complexes botuliques sont encore mal définies. Les protéines
NTNH pourraient protéger les BoNTs de 1’acidité gastrique et des protéases digestives. En
effet, il semble que des pHs alcalins soient nécessaires pour dissocier les BoNTs des
protéines non toxiques associées. D’autre part, le complexe de 900 kDa observée chez C.

botulinum A est résistant a la protéolyse. Etonnamment, exposés séparément a des
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conditions similaires a celles du tractus digestif, les composantes non toxiques et les
toxines sont dégradées. Il semble que chacun se proteége mutuellement des agressions

gastro-intestinales (Chen et al., 1998).

(a) 125 toxin 16S toxin

4= (L chain) P
{H chain)
NTNH
nontoxic component
F
HA e
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Oral toxicity 14)
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Figure 3 : Schéma des complexes botuliques et du trajet suivi par le complexe botulique lors de
son ingestion. (a) Schéma de [’arrangement d’un complexe 16S de la toxine BoNT/D (Suzuki et al.,
2005). Le complexe comprend une molécule de neurotoxine (bleu), une molécule de protéine
NTNH, deux molécules HA3 (rouge), quatre molécules HAl (marron) et quatre molécules HA2
(orange). Le complexe 12S est un hétérodimere de BoNT et NTNH. (b) Chemin suivi par les
complexes botuliques de la lumieére intestinale jusqu’au cytosol d’un motoneurone. Les toxines
botuliques ingérées par voie alimentaire, doivent traverser la barriére intestinale pour causer la
maladie. Aprés absorption par lintestin gréle, les complexes passent dans le systeme lymphatique
puis dans la circulation sanguine. Dans la lymphe et le sang les neurotoxines sont dissociées de
leur complexe et se lient finalement a une terminaison nerveuse ou elles agissent. L’inhibition de la
libération de neurotransmetteur se fait en quatre étapes : (1) liaison a la membrane plasmique, (2)
internalisation, (3) translocation dans le cytosol de la cellule cible, (4) clivage d’une protéine
SNARE. D apres Fujinaga, 2006.

1V.2 - Passage de la barriére intestinale

La BoNT se lie a un récepteur a la membrane plasmique apicale des entérocytes. Le
complexe toxine-récepteur est transporté jusqu’a la membrane baso-latérale par un
transport vésiculaire. La toxine passe alors dans le milieu extracellulaire par exocytose. Le
récepteur a la membrane apicale est encore inconnu. Ce phénomeéne de transcytose permet
a la BoNT de franchir la barriere digestive et d’atteindre la circulation sanguine et
lymphatique pour ensuite se disséminer dans I’organisme (Fig. 3b). Le role des ANTPs

dans le passage de la barriere intestinale est sujet a controverse.
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Deux hypothéeses sont proposées. La premicre hypothése propose que les HA jouent
le role de domaine de liaison au récepteur de la membrane apicale des entérocytes
(Fujinaga et al., 1997) (Fujinaga et al., 2004). En effet, HA1 et HA3b sont capables de se
lier a certains glycoconjugués présents a la surface des cellules. 11 est probable que cette
liaison soit a ’origine de I’internalisation. De plus, ces protéines HA ont des spécificités
différentes ce qui laisse supposer que I’activation de I’internalisation doit avoir lieu en
plusieurs étapes (Fujinaga 2006).

L’autre hypothese propose que ce soit dans la BONT elle-méme que se trouve le domaine
de liaison au récepteur a la membrane apicale des entérocytes (Maksymowich & Simpson
2004). D’autre part, des ¢tudes ont montré que BoNT/A seule peut étre absorbée
efficacement a partir de I’estomac et que les protéines auxiliaires ne sont pas requises
(Maksymowych et al., 1999). Le domaine de liaison au récepteur de la toxine est impliqué
dans le passage de la toxine au travers de la barriére intestinale (Maksymowych &
Simpson 1998). Sa liaison a un récepteur a la membrane apicale des entérocytes entraine
I’internalisation de la toxine. De plus, il semble que les gangliosides de type GDI1b et
GT1b jouent le role de récepteur a la membrane plasmique (Couesnon ef al., 2007).

Une fois la barriére intestinale passée, la neurotoxine se retrouve dans la circulation
systémique libérée de son complexe. Elle va finalement arriver a une terminaison nerveuse

motrice au niveau de laquelle elle sera internalisée et exercera son activité.

V - La toxine botulique

Les sept sérotypes de BoNT sont synthétisés par des bactéries du genre
Clostridium. 1ls présentent également une grande conservation de la séquence en acides
aminés (Lacy & Stevens 1999) bien que présentant chacun des propriétés antigéniques
différentes. Ces toxines appartiennent & la famille des toxines dites A;B;*" et leur masse
molaire est d’environ 150 kDa. Elles possedent trois domaines distincts de 50 kDa, dont
chacun porte une activité qui lui est propre: le domaine de liaison au récepteur a la
membrane plasmique (R), le domaine de translocation (T) et le domaine catalytique.
Synthétisée sous la forme d’une chaine polypeptidique unique, la toxine ne sera « active »
qu’aprés clivage protéolytique post-traductionnel. Les deux chaines polypeptidiques
résultantes sont nommées Chaine Légere (L) et Chaine Lourde (H). Elles sont reliées de

fagon covalente par un pont disulfure (C430-C454 pour BoNT/A). La Chalne Légere est
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constituée du domaine catalytique qui est une métalloprotéase, la Chaine Lourde comprend
le domaine de translocation (Hx) et le domaine de liaison au récepteur (Hc). Si on se réfere
a la nomenclature des toxines bactériennes a activité¢ intracellulaire, la Chaine Légere
correspond au fragment A et la Chalne Lourde au fragment B. La structure

cristallographique de la BoNT/A est représentée ci-dessous (Fig. 4).

Figure 4: Représentation de la structure
cristallographique de BoNT/A (Lacy et al.,
1998). En rouge, le domaine catalytique, en
vert : le domaine de translocation, en bleu le
domaine de liaison au récepteur.

La toxine agit au niveau des jonctions neuromusculaires (Fig. 5). Le clivage de protéines
SNARESs (Soluble NSF Associated protein Receptors) par le domaine catalytique a pour
effet d’empécher la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane présynaptique.
Cela a pour conséquence d’empécher la libération d’acétylcholine. Chaque type de BoNT

clive spécifiquement une protéine SNARE (Fig. 5).

Motorneurcn

SMARE

Secretory BD.FRG
_ vesicle 2ey
[ & \’\ @ Assembled
[+

WAMP

Syntaxin

AChR

Muscle

Figure 5 : Mécanisme d’action et spécificités des différents toxinotypes de BoNT. (1) Liaison au
récepteur a la membrane plasmique du domaine de liaison au récepteur (Hc). (2) Internalisation
de la toxine, routage vers [’endosome. (3) Interaction du domaine T (Hy) avec la membrane de
I’endosome et translocation du domaine catalytique (LC) (4) clivage de SNARE ayant pour
conséquence [’inhibition de la libération de neurotransmetteur dans la fente synaptique. (D apres
Turton et al., 2002)
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VI - Mode d’action de la toxine botulique

Le mode d’action de la toxine botulique est commun a celui des toxines
bactériennes a activité intracellulaire (Lalli et al., 2003). Il peut étre décomposé en quatre
grandes étapes : (1) la liaison a un récepteur a la membrane plasmique d’un neurone, (2)
internalisation par endocytose de la toxine, (3) translocation de la Chaine Légere a travers
la membrane de I’endosome dans le cytosol de la cellule cible, (4) action enzymatique

conduisant a I’inhibition de la libération de neurotransmetteur.

VI.1 - Liaison de la toxine botulique a son récepteur.

La toxine botulique se lie a son récepteur a la membrane plasmique par son
domaine de liaison au récepteur. Cette liaison nécessite la présence de gangliosides de la
série GDyp, et GTyp pour les BONT/A et BoONT/B. (Nishiki ef al., 1996). Le récepteur a la
BoNT/A a été identifié plus récemment (Dong et al., 2003 et 2006) (Mahrhold et al.,
2006). Il s’agit de SV2 (isoformes A, B et C), une protéine impliquée dans la régulation de
la taille des vésicules synaptiques. Les synaptotagmines I et II sont les récepteurs
protéiques a la membrane plasmique des cellules neuronales pour les BONT/B et BoNT/G
(Rummel et al., 2004) (Nishiki et al, 1994 et 1996). C’est ce double récepteur a la
membrane plasmique (protéique et lipidique) qui est a ’origine de la trés grande spécificité
des neurotoxines botuliques pour les terminaisons nerveuses (Montecucco et al., 2004).
Des modeles sont proposés d’apres les structures cristallographiques obtenues aprés co-

cristallisation de BoNT/B avec le peptide de liaison de Syt-II (Fig. 6) (Chai et al., 2006).

-, Figure 6 : Modéle représentant BoNT/B lié a son
récepteur sur la membrane présynaptique. BoNT/B
est lié a son double récepteur : la synaptotagmine Il
(Syt-Il) et a un ganglioside (GT;,) par la partie C-
i terminale de la chaine lourde (le domaine de liaison
SRR gy récepteur). D aprés Chai et al., 2006.

Cytosal

Une autre étude par cristallographie propose, tout comme Chai et ses collaborateurs que

BoNT/B pénétre les neurones via les vésicules synaptiques (Jin et al., 2006). D’autre part,
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il a été montré que l'entrée de la toxine botulique dans la cellule se fait de fagon
concomitante a I’activité synaptique. En effet, des synapses actives, sont plus sensibles aux
neurotoxines botuliques que celles au repos. Schiavo résume les hypothéses actuelles
concernant la liaison de BoNT/B au neurone (Schiavo, 2006). Dans la premiére hypothese,
la toxine entre directement dans les vésicules synaptiques « fusionnées » a la membrane
présynaptique et le complexe BoNT/B-Sytl/II-ganglioside se forme alors. Une deuxi¢éme
hypothése propose que ce complexe ternaire se forme a la surface de la terminaison
nerveuse et est ensuite transféré vers une vésicule synaptique. Mais il se peut également
que le complexe se forme aprés fixation de BoNT/B a une synaptotagmine restée a la
membrane et soit ensuite transféré dans le lumen d’une vésicule synaptique (Fig. 7).

Le cycle d’endocytose/exocytose des vésicules synaptiques a une terminaison nerveuse est
présenté dans la Figure 8. La toxine botulique pourrait entrer dans la terminaison nerveuse
lors de I’endocytose de la vésicule par la voie des puits recouverts de clathrine. Elle serait
ensuite acheminée jusque dans I’endosome ou I’acidification du pH I’activerait. Cela
pourrait expliquer la plus grande efficacité de la toxine botulique sur des synapses actives,

lorsque les phénomeénes d’exocytose/endocytose sont tres fréquents.
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Figure 7: Internalisation de BoNT/B a la membrane présynaptique :a: BoNT/B entre
directement dans la vésicule synaptique et forme le complexe requis pour son internalisation. b :
BoNT/B se lie tout d’abord au polysialoganglioside puis le complexe est transfére dans la vésicule
synaptique. c : le complexe est formé a la membrane. 1l est ensuite transféré dans la vésicule
synaptique. D aprés Schiavo, 2006.
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Figure 8 : Cycle d’exocytose-endocytose des vésicules synaptiques a une terminaison nerveuse.
Les neurotransmetteurs (NT) sont accumulés dans le lumen de la vésicule synaptique grdace a un
processus dépendant du gradient de pH créé par une pompe a proton. La vésicule synaptique se
déplace ensuite le long du cytosquelette. Une portion des vésicules synaptiques se lie ensuite a la
face cytosolique de la membrane présynaptique via des interactions protéine/protéine dans une
zone dite active. Cette phase de liaison a la membrane présynaptique se fait en plusieurs étapes
aboutissant a 'amarrage de la vésicule synaptique a la membrane grdace au complexe trans-
SNARE. Les vésicules ainsi « amarrées » sont capables de lier le Ca’" et de fusionner avec la
membrane. L’endocytose de la vésicule synaptique apres fusion se fait par la voie des puits
recouverts de clathrine. La vésicule est ensuite recyclée dans les endosomes. D aprés Schiavo et
al., 2000.

V1.2 - Internalisation et trafic intracellulaire de la toxine botulique

Le mécanisme régissant cette étape de I’action de la toxine botulique reste putatif a
ce jour. Les hypotheses sont en grande partie fondées sur les connaissances que 1’on a des
mécanismes d’action des toxines A;BN'. Aprés liaison a son double récepteur
membranaire (ganglioside+protéine), la toxine botulique continue son parcours dans les
endosomes. Le mécanisme de translocation du domaine catalytique dans le cytosol n’est
pas compleétement ¢€lucidé. La toxine botulique appartient a la famille des toxines
bactériennes a activité intracellulaire et présente des similarités structurales et
fonctionnelles avec certaines d’entre elles. Parmi ces toxines, la toxine diphtérique est tres
bien caractérisée. Elle est internalisée par la voie des puits recouverts de clathrine puis va
dans les endosomes. C’est lors de I’acidification du pH endosomal que le domaine de
translocation de la toxine diphtérique subit des changements conformationnels et acquiert
sa conformation active capable d’interagir avec les membranes. Cette dépendance en pH

qui régit activité de la toxine diphtérique est commune a certaines toxines bactériennes a
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activité intracellulaire (Ménétrey et al., 2005) dont I’anthrax (Krantz et al, 2006) et
I’exotoxine A de Pseudomonas (Méré et al., 2005).

Contrairement a la toxine diphtérique, le chemin parcouru par la toxine botulique
dans la terminaison nerveuse est trés mal connu. Cependant certains résultats
expérimentaux tendent & montrer le passage de la toxine botulique dans les endosomes.
L’inhibition de la pompe a protons (Fig. 8) nécessaire a ’acidification du pH endosomal
par la bafilomycine A1l protége le muscle de I’action de la toxine a condition que la drogue
ait été administrée avant ou de fagon concomitante a 1’administration de la toxine
(Simpson et al., 1994). Des études plus récentes montrent que la fonction de la toxine
botulique, plus particulierement 1’étape de translocation de la chaine légere, est régulée par
le pH (Koriazova & Montal, 2003), (Fischer & Montal, 2007a).

Il est vraisemblable que suite a I’acidification du pH le domaine de translocation de la
toxine botulique devienne actif, c'est-a-dire apte a interagir avec les membranes lipidiques.
Cette interaction déstabiliserait suffisamment la membrane de ’endosome pour permettre
le passage du domaine catalytique dans le cytosol. Il a été montré que la toxine
diphtérique, tout comme la toxine botulique sont capables de former des canaux dont les
diameétres sont définis (Hoch et al., 1985), (Parikh & Singh, 2007), (Fischer & Montal,
2007a), (London, 1992), (Silverman et al, 1994). La visualisation de ces canaux par
microscopie électronique suggere que leur formation nécessite ’oligomérisation de BoNT
pour former un tétramere (Schmid et al., 1993). D’autre part, des études ont permis de
déterminer des segments amphiphiles de la chaine lourde potenticllement capables de
s’insérer dans une bicouche lipidique : trois s€quences ont ainsi été¢ déterminées (595-614,
627-645, 648-691) (Lebeda & Olson, 1994). 1l a été montré qu’un peptide appartenant a un
de ces segments est capable de s’insérer dans les membranes. Ce peptide s’étend de I’acide
aminé 659 a I’acide aminé 681 selon la numérotation dans la toxine entiére (Oblatt-Montal
et al., 1995) (Fig. 9). 1l est remarquable de constater que ce peptide n’est pas situ¢ dans une
hélice alpha du domaine de translocation mais dans une région qui n’est pas structurée. Ce
peptide, probablement aprés oligomérisation, participe a la formation de canaux dans des
bicouches planes. La structure cristalline de BONT/A (Lacy & Stevens, 1998), ne permet

pas de confirmer cette hypothése.
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Figure 9 : Domaine de translocation de la
toxine botulique (BoNT/A PDB Id. 3BTA).
Les tryptophanes sont colorés en gris et la
région transmembranaire (659-681) en bleu
(Oblatt-Montal et al., 1995).

La taille des canaux ne permet pas le passage du domaine catalytique dans sa structure
native. Ce dernier subirait des changements conformationnels importants afin de pouvoir
passer dans le cytosol de la cellule cible (Bade ef al., 2004). D’autre part, il est proposé que
la partie de la chaine lourde en dehors de la membrane aurait une action de type « protéine
chaperonne » permettant le repliement correct de la chaine légere dans le cytosol
(Koriazova & Montal, 2003). Des chaperonnes fonctionnant indépendamment de
I’hydrolyse d’ATP ont été décrites dans la littérature. Ainsi, les auteurs comparent-ils la
partie du domaine de translocation qui dépasse de la membrane a la préfoldine. La
préfoldine est une protéine constituée de coiled-coil d’hélices o, qui sous forme
hexamérique assiste le repliement de peptides en cours de synthése et qui in vitro joue le
méme role que la chaperonne HSP70 (Siegert et al., 2000). D’autre part, il semble que la
chaine 1égeére de la neurotoxine botulique de type A subisse des changements
conformationnels a 37 °C conduisant a I’apparition d’un état dit « pré-molten globule »
appelé PRIME (Pre-Imminent Molten-globule Enzyme). Cet état serait compétent pour la
translocation au travers du pore formé par la partie N-terminale de la chaine lourde
(Kukreja & Singh, 2005). Dans cet article les auteurs montrent également que cet état
partiellement dépli¢ du domaine catalytique est plus actif que 1’état natif d’un point de vue
catalytique. Le dépliement partiel de la chalne l€gere permettrait donc non seulement son
passage dans le cytosol de la cellule cible, mais aussi son activation. Avec sur la face
cytosolique de la membrane de I’endosome la partie du domaine de translocation qui
jouerait le role de chaperonne indépendante de I’ATP, dont le role serait d’aider a replier
partiellement la chaine légére dont le passage a travers le pore formé nécessite au moins la
perte de sa structure tertiaire.

Des études plus récentes menées sur BONT/A et BONT/E par le groupe de Montal
(Fischer & Montal, 2007a et 2007b) étudient la dynamique des neurotoxines botuliques
lors de leur translocation en utilisant des cellules neuronales excisées. Les mesures de

dynamique sont effectuées grace a la technique de patch-clamp. Les auteurs montrent que
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la conductance du canal formé par la BoNT dans les membranes évolue au cours du
passage de la chaine légere, donc dans le temps. Le mécanisme de translocation des
BoNT/A et E differe. Si dans les deux cas, I’interaction entre la chaine lourde et la chaine
légere est requise, le clivage du pont disulfure entre les deux chaines est nécessaire a la
translocation du domaine catalytique de BoNT/E. Le réle du pont disulfure reliant chaines
lourde et légeére est étudié¢ plus précisément notamment pour la BoNT/A (Fischer &
Montal, 2007b). La réduction du pont disulfure reliant les deux chaines 1égere et lourde de
la BoONT/A empéche la translocation de la chaine légere et ce, méme si le canal est déja

formé.
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Figure 10 : Translocation de la chaine légére au travers du canal formé par la chaine lourde de
BoNT/A. (1) BoNT/A avant son interaction avec la membrane. (2) vue schématique de la chaine
lourde de BoNT/A insérée dans la membrane. (3) et (4) translocation de la chaine légeére
partiellement dépliée. (5) libération de la chaine légere dans le cytoplasme apres réduction du pont
disulfure. D apres Fischer & Montal, 2007a.

Les auteurs proposent un modéle dans lequel la translocation nécessite des
interactions étroites entre les deux chaines (Fig. 10). La chaine lourde jouant le rdle de
protéine chaperonne empéchant I’agrégation de la chaine légére. Une fois de plus, le pH

régule ces phénomenes.

V1.3 - Activité enzymatique de la chaine légére

L’activité catalytique de la chaine légére des BoNTs a pour conséquence
I’inhibition de la libération de neurotransmetteur dans la fente synaptique (Humeau et al.,
2000). Pour ce faire, le domaine catalytique clive de fagon spécifique une protéine de la
famille SNARE (Soluble NSF Associated protein Receptors). Les chalnes légeres des 8
types de neurotoxines sont des métalloprotéases a zinc, contenant le motif conservé His-
Glu-X-X-His correspondant au site enzymatique et donc essentiel a Iactivité¢ de la toxine

(Schiavo et al., 1992), (Kurazono et al., 1992). Elles clivent spécifiquement en des sites
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distincts trois types de SNAREs impliquées dans la formation des complexes SNARE
(Fig. 11, Tableau 1) nécessaires a la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane
présynaptique. Il s’agit de la protéine transmembranaire des vésicules synaptiques : VAMP
(Vesicle Associated Membrane Protein) ou synaptobrévine et des protéines associées a la
membrane présynaptique : SNAP25 (Synaptosomal Associated Protein of 25 kDa) et
syntaxine. Les protéines SNAREs appartiennent a la machinerie d’exocytose de la synapse
(Fig. 10). Elles forment un complexe ternaire servant de récepteur aux protéines SNAP
(Soluble NSF Attachment Protein) et NSF (N-ethylmaleimide-Sensitive Factor). Le clivage
des SNARESs, avant formation du complexe SNARE, empéche la fusion des vésicules
synaptiques avec la membrane présynaptique ce qui a pour conséquence le blocage de la
libération de neurotransmetteur dans la fente synaptique.

BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F et BoNT/G clivent la VAMP. BoNT/A et BoNT/E
clivent SNAP25 et BoNT/C clive la syntaxine et SNAP25 (Tableau 1). Les protéines
SNARESs ne peuvent étre clivées par la BoNT lorsqu’elles sont sous forme de complexe.
Les sites de clivage sont vraisemblablement masqués dans ce cas (Hayashi et al., 1994)
(Sutton et al., 1998).

Le processus d’exocytose au niveau du bouton synaptique est représenté dans la
Figure 12. Les vésicules synaptiques sont accumulées a proximit¢ de la membrane
présynaptique (Fig. 12A). Dans un deuxiéme temps, elles vont s’arrimer a la membrane
présynaptique dans une zone proche des canaux calciques (Fig. 12B) et le complexe
SNARE se forme (Fig. 12C). La dépolarisation de la membrane présynaptique entraine une
entrée massive d’ions Ca’" qui va induire la réorganisation du complexe SNARE et la
fusion de la vésicule synaptique avec la membrane présynaptique et la libération du
neurotransmetteur (Fig. 12D1). Les toxines botuliques exercent leur activité catalytique
avant ou pendant I’étape d’arrimage des vésicules synaptiques, avant formation du
complexe SNARE. Il en résulte la formation de complexes SNARE non fonctionnels ; la

libération du neurotransmetteur est inhibée.
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Figure 11: Modéle hypothétique de complexes de
protéines SNAREs. La formation de ces complexes est
un préalable indispensable a la fusion des vésicules
synaptiques avec la membrane présynaptique. Les
protéines SNAREs s associent en complexe sous forme
de quatre hélices alpha: syntaxine (rouge),
synaptotagmine (vert), synaptobrévine ou VAMP
(bleu). Les sites de clivage des différentes BoNTs et de
la toxine tétanique (TeNT) sont représentés.

D’aprés Sutton et al., 1998.

TOXINES CIBLES SITES DE CLIVAGE
BoNTIA SNAP25  Glu-Ala-Asn-GIn'%7/Arg'9%-Ala-Thr-Lys
BoNT/B VAMP Glu-Ala-Ser-GIn"®/Phe’’-Glu-Thr-Ser
. s BoNTIC Syntaxine Asp-Thr-Lys-Lys253/Ala?%*-Val-Lys-Tyr
Tableau 1: Cibles des différentes
. . . -Asn-GIn-Arg' %6/Ala" 2-Thr-Lvs-
neurotoxines botultques et leurs sites de BoNTIC SNAP25  Ala-Asn-GIn-Arg'*¢/Ala’¥°-Thr-Lys-Met
clivage. BoNTID VAMP Arg-Asp-Gin-Lys®%/Leu®’-Ser-Glu-Leu
BoNTIE SNAP25  Gin-lle-Asp-Arg'30Ale'®'-Met-Glu-Lys
BoNTIF VAMP Glu-Arg-Asp-Gin®/Lys%-Leu-Ser-Glu
BoNTIG VAMP Glu-Thr-Ser-Ala®!/Ala®2-Lys-Leu-Lys
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Figure 12 : Les différentes étapes du processus d’exocytose. D apres Humeau et al., 2000.

A. Les vésicules synaptiques s accumulent a proximité de la membrane présynaptique. B et C Les
veésicules synaptiques s arriment a la membrane présynaptique. La dépolarisation de la membrane
plasmique entraine une entrée massive de Ca’" qui est capté par la synaptotagmine. Cela induirait
un changement de conformation du complexe SNARE : c’est [’étape dite de maturation. La
vésicule est alors capable de fusionner avec la membrane présynaptique. (D1) et de libérer son
contenu dans la fente synaptique. D2 représente une coupe de la vésicule synaptique au stade D1.
Les neurotoxines interagissent avec les SNAREs (VAMP, SNAP25 et synaptotagmine) avant ou
pendant 'arrimage de la vésicule synaptique a la membrane. Les neurotoxines ne peuvent pas
cliver les SNAREs lorsque le complexe est forme. Cependant, le clivage des SNARE n’empéche
pas la formation du complexe SNARE, mais la fusion de la vesicule avec la membrane
présynaptique.
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V1.4 - Le domaine de translocation de la toxine botulique

Le domaine de translocation de la toxine botulique constitue la partie N-terminale
ou Hy de la chaine lourde. C’est cette partie de la toxine qui jouerait un role prépondérant
dans le passage de la chaine légere jusque dans le cytosol. Sa structure est trés différente de
celle observée pour d’autres toxines dont le mode d’action est similaire et passe par la
formation d’un pore pour la translocation du domaine catalytique. Il est constitué¢ de quatre
longues hélices a dont la longueur est d’environ 105 A (Fig. 13B). Sa séquence et sa
structure sont trés conservées parmi les neurotoxines clostridiales. La région qui est prédite
pour la formation du pore n’est pas une hélice a et elle est située a la surface de la toxine
dans le cas de la BoNT/A (Oblatt-Montal et al., 1995). Une autre de ses particularités
provient aussi de la boucle (résidus 492 a 545 dans la BoNT/A) qui entoure le domaine
catalytique et probablement ferme partiellement I’accés au site actif du domaine
catalytique. Cela laisse raisonnablement supposer que cette boucle, outre son role potentiel
d’inhibiteur de la métalloprotéase (Brunger et al, 2007) a un rdle a jouer dans la
translocation du domaine catalytique vers le cytosol de la cellule cible.

Toutes ces caractéristiques structurales originales du domaine de translocation laissent a
penser que le mécanisme d’interaction avec la bicouche lipidique et le mécanisme de
formation de pores de cette toxine sont différents de ceux observés jusqu’ici pour les

toxines de la méme famille (Lalli ez al., 2003), (Ménétrey et al., 2005).

C

Figure 13: Représentation des trois protéines recombinantes Ts (A), Tm (B) et TI(C)
D’apreés la structure cristallographique de BoNT/A entiére, PDB 1d 3BTA.

Nous avons choisi de travailler avec trois « formes » du domaine de translocation
de BoNT/A sous forme de protéines recombinantes (Fig. 13). Tm (m pour medium)

(Fig. 13B) est la protéine recombinante correspondant au domaine de translocation lorsque
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la toxine est « active ». T1 (pour long) (Fig. 13C) est le domaine de translocation lorsque la
toxine est encore une chaine polypeptidique unique et Ts (s pour Short) (Fig. 13A) est le
domaine de translocation sans la boucle enserrant le domaine catalytique dans la toxine
enticre. Ainsi, 1’étude de ces protéines permettra de déterminer le mode d’interaction du
domaine de translocation avec les membranes lipidiques et les éventuels changements
conformationnels nécessaires a cette interaction. Et ce, tout en déterminant le role de la

boucle enserrant le domaine catalytique dans la neurotoxine enticre.
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B - LES MEMBRANES BIOLOGIQUES

I — Le modéle de la mosaique fluide

Dans les membranes biologiques les lipides s’organisent en bicouches planes
asymétriques dans lesquelles sont incorporées des protéines. Les diverses études réalisées a
partir de membranes mod¢les ont permis de mieux comprendre l’organisation des
phospholipides des membranes plasmiques naturelles. Cependant, méme si la membrane
plasmique des érythrocytes est bien caractérisée, il reste de nombreuses questions
concernant 1’organisation et le role des constituants des membranes plasmiques.

Les membranes plasmiques des eucaryotes jouent de nombreux roles dans la vie d’une
cellule :

1) Ce sont des barrieres imperméables séparant les milieux externes et internes de la
cellule tout en permettant des échanges contrélés entre les deux compartiments.

2) Leur surface externe comporte des sites de reconnaissance spécifiques
(oligosaccharides, protéines) assurant la réception de signaux moléculaires de
différentes origines.

3) Elles contiennent des enzymes, sites d’activité biochimique.

4) Elles sont parfois capables d’adapter leur forme, comme dans le cas des globules
rouges, ou de résister a des cycles de contraction-relaxation comme dans le cas des

cellules musculaires.

La membrane plasmique des cellules eucaryotes est constituée de lipides
(phospholipides, glycolipides et cholestérol) et de protéines. Comme toutes les membranes
biologiques, elle est globalement organisée comme le modele de la « mosaique fluide »
proposé par Singer et Nicholson en 1972. Dans ce mode¢le représenté dans la Figure 14,
toute membrane est constituée de deux monocouches ou feuillets de phospholipides
formant la bicouche dans laquelle les chaines aliphatiques se font face. Les tétes polaires

sont orientées vers les phases aqueuses.

39




Introduction

Oligosaccharide EXTERNE

T Glycoprotéine
Glycolipide =3 y

Protéine & hélice o

Canal

. Phospholipide 3 )
1onique i Core lipidique
Proté Segment
roteine
hydrophobe ‘hala
intégrale yarop Cholestérol

d’une hélice o
INTERNE

Figure 14 : Vue schématique de la membrane plasmique d’une cellule eucaryote. D apres
Biologie moléculaire de la cellule. 3 édition. Edition Flammarion Médecine-Sciences. Alberts et
al., 1989.

Les protéines intégrales ou intrinséques traversent la membrane. Leurs séquences
hydrophobes leur permettent d’étre dissoutes dans le coeur hydrophobe de la membrane.
Les protéines périphériques sont quant a elles associées a la membrane, par des interactions
de faible énergie, établies avec les tétes polaires des lipides ou avec les régions dépassant
de la membrane de protéines intrinséques. Des protéines sont aussi localisées a I’extérieur
de la membrane, mais reliées de fagon covalente a celle-ci via un
glycophosphatidylinositol. La phase lipidique des membranes biologiques est fluide dans
les conditions physiologiques et permet donc le déplacement latéral des constituants.
Cependant les mouvements peuvent é&tre limités par la formation d’agrégats et/ou
d’interaction avec le milieu interne (cytosquelette) ou externe (matrice).

Une autre caractéristique des membranes naturelles est leur asymétrie. Les
protéines intrinseques ne sont pas distribuées de fagon symétrique de part et d’autre de la
membrane, et les protéines associées a la membrane sont différentes des deux cotés. Il en
va de méme pour les lipides polaires dont la répartition différe d’un feuillet a I’autre : on

parle d’asymétrie de distribution des lipides (Fig. 15).
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II - Les interactions protéines-lipides

11.1 - Les différents modes d’association des protéines aux membranes

Les interactions entre les protéines et les lipides stabilisent ’ensemble membranaire
tout en permettant les mouvements nécessaires a 1’activité des protéines. Il existe différents
modes d’association des protéines aux membranes. Ceux-ci sont décrits dans la Figure 16.
Les protéines intrinséques pénétrent la bicouche lipidique (Fig. 16a-d). Les protéines

extrinseéques sont associées a la membrane et localisées a sa surface (Fig. 16e-h).
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Figure 16 : Les différents modes d’association des protéines aux membranes biologiques.
D’aprés Alberts et al., Molecular biology of the cell, 2002.
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Les protéines extrinséques ou périphériques sont associ¢es a la surface de la
membrane grace a (i) des interactions faibles de type é€lectrostatique avec les tétes polaires
des lipides ou une portion hydrophile de protéine intégrale dépassant de la bicouche

(Fig. 16g et 16h).

Les protéines extrinséques ou périphériques sont associ¢es a la surface de la
membrane grace a (i) des interactions faibles de type électrostatique avec les tétes polaires
des lipides ou une portion hydrophile de protéine intégrale dépassant de la bicouche
(Fig. 16g et 16h).

Les protéines a ancrage membranaire sont liées de facon covalente a la membrane
par un acide gras ou une molécule de lipide de la bicouche. Il existe plusieurs types
d’ancrage de ce type de protéine a la membrane : myristoylation des glycines N-terminale,
palmitoylations, ou isoprénylations sur les cystéines, ancrage par un lipide modifié, le
glycophosphatidylinositol (ancre GPI). Une partie des protéines intrinséques posséde
¢galement une ancre lipidique de fagon a stabiliser I’ensemble (Fig. 16a).

Certaines protéines périphériques et a ancrage peuvent étre considérées comme
amphitropiques lorsqu’un changement de structure et/ou un détachement de la partie
hydrophobe permet de les solubiliser. Ces phénomenes sont régulés par différents
parametres qui seront détaillés plus loin.

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons plus particulierement au cas des protéines

intrinséques et amphitropiques.

11.2 - Les protéines intrinséques

Ces protéines sont en interaction et avec le coeur hydrophobe de la membrane et
avec I’interface de la membrane (c'est-a-dire la région des tétes polaires). Elles sont soit
partiellement insérées dans la membrane soit la traversent complétement. Seulement deux
structures de protéines intrinséques ont été observées jusqu’ici : les structures en tonneau [3
ou en paquets d’hélices a (Fig. 17).

Les structures les plus fréquemment rencontrées sont les structures en paquets
d’hélices a. Ainsi les hélices o transmembranaires représentent la plus grande majorité des
structures connues. Cependant toutes les hélices liées a la membrane ne sont pas
transmembranaires. Les hélices amphiphiles possédent, selon leur grand axe, une face

hydrophobe et une face hydrophile. Cela leur permet d’ancrer une protéine dans le plan de
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la membrane. Les hélices amphiphiles établissent des interactions de type électrostatique
avec l'interface de la membrane et des interactions de type hydrophobe avec les chaines
aliphatiques des lipides composant la membrane (Fig. 16d).

Les protéines structurées en tonneau [3 sont plus rares. Ce type d’organisation est
retrouvé notamment chez les porines, filtres moléculaires de la paroi externe des bactéries

a Gram-négatif.

Figure 17 : Représentation des deux
principales  classes de protéines
membranaires. Tiré du site internet
http://blanco.biomol.uci.edu/mp _assem
bly.html

ahelical bundie Fharrel
bacteriorhodopsin porin

11.3 - Les protéines membranaires transitoires : Amphitropisme

Les protéines amphitropiques sont solubles en milieu aqueux, mais elles sont
capables de se lier aux membranes, de fagcon réversible, sous certaines conditions. Ainsi,
les protéines amphitropiques n’appartiennent elles pas a la famille des protéines
cytosoliques, solubles en solvant aqueux, ni a la famille des protéines membranaires. C’est
cette double localisation apparente des protéines amphitropiques qui a ét€¢ nommée
amphitropisme (Burn, 1988).

Ce type de protéines est retrouvé chez les eucaryotes et les procaryotes. Elles
accomplissent des fonctions biologiques variées. Ainsi les retrouve-t-on impliquées dans
les phénomenes d’apoptose (Newmeyer & Ferguson-Miller, 2003), la croissance cellulaire
(Wiederkehr et al., 1997), la transduction du signal (Johnson & Cornell, 1999),
I’endocytose (Conner & Schmid, 2003), la fusion membranaire (Jahn et al., 2003), ou
encore la virulence bactérienne.

La liaison a la membrane est toujours une étape clef dans 1’accomplissement de la
fonction biologique des protéines amphitropiques. Ainsi, la déstabilisation des membranes
ou la fuite ionique des membranes biologiques cibles causées par des peptides
antimicrobiens ou des toxines bactériennes nécessitent I’insertion de ces polypeptides dans

les membranes (Parker & Feil, 2005).
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e Mécanisme de liaison a la membrane

Les mécanismes de liaison aux membranes des protéines amphitropiques sont
complexes et impliquent une plus large spécificité qu’une simple interaction protéine-
ligand. Dans deux nombreux cas, la liaison a la membrane est un processus a deux étapes :
(1) adsorption électrostatique a la surface de la membrane puis (ii) insertion de la protéine
dans la bicouche favorisée par un effet hydrophobe (Johnson & Cornell, 1999).

La premicre étape de la liaison implique des interactions de type dipolaire entre les
chaines latérales des résidus basiques et les tétes polaires anioniques de la bicouche. En
effet les membranes biologiques sont composées de 10 a 20% de lipides anioniques. La
liaison aux membranes de la plupart des protéines amphitropiques nécessite la présence de
lipides anioniques. C’est le cas par exemple de la cytidylyltransférase (Johnson et al.,
2003), des protéines de la famille de Bcl-2 (Garcia-Saez et al., 2004), des annexines
(Ladokhin et al., 2002) et des toxines bactériennes (Parker & Feil, 2005). Cette premicre
¢tape d’adsorption électrostatique dépend du nombre de résidus basiques et de leur
répartition a la surface de la protéine. Elle est aussi dépendante du pH car la charge des
résidus dépend directement de la concentration en protons. La nature des tétes polaires
définit aussi la spécificité de la liaison a la membrane (Johnson & Cornell, 1999).
Certaines protéines se lient spécifiquement a un type de lipide ; ainsi la protéine kinase C
se lie-t-elle préférentiellement aux phosphatidylsérines et la protéine MARCKS aux
phosphatidylinositols.

L’étape d’adsorption électrostatique permet de localiser les peptides a la surface de
la membrane et de les orienter de facon optimale pour faciliter la seconde étape. La
protéine subit ensuite des changements conformationnels conduisant a un état apte a la
pénétration dans la membrane. Les protéines amphitropiques possédent un caractére
amphiphile, ainsi en solution elles masquent leurs zones hydrophobes. Ces dernicres ne
sont exposées au solvant que lors des changements conformationnels conduisant parfois a
un état partiellement déplié apte a interagir avec les membranes. Les zones hydrophobes
s’insérent plus ou moins profondément dans la bicouche lipidique selon les protéines. En
effet, certaines pénétrent superficiellement dans une seule bicouche alors que d’autres
deviennent transmembranaires.

Une fois insérées, les protéines amphitropiques sont stabilisées dans la bicouche par
un ensemble d’interactions électrostatiques et hydrophobes, tout comme le sont les

protéines membranaires (Heymann et al.,, 1996). De nombreux travaux se sont attachés a
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décrire la structure des protéines amphitropiques liées aux membranes. Ainsi la structure
de toxines bactériennes et notamment celles des colicines et de la toxine diphtérique sont
trés largement décrites dans la littérature. Ces deux protéines forment des pores dans la
membrane de la cellule cible. La formation de ces pores est un processus a deux étapes
régulé par le pH ou un potentiel de membrane. Ces deux toxines ont une structure
composée d’hélices O et appartiennent a la famille de globine.

Ainsi, les deux étapes impliquent une fine balance entre les interactions de type
¢lectrostatique et les forces hydrophobes dont les contributions sont modulées par un
échange conformationnel. La contribution de chaque composante peut étre mise en
¢vidence en modifiant la force ionique du milieu. Ainsi, une force ionique élevée favorise
les interactions hydrophobes au détriment des interactions de type électrostatiques.
Inversement une faible force ionique favorise les interactions de type électrostatique.
D’autres facteurs régulent I’interaction avec les membranes, en particulier le pH et les

propriétés de la bicouche.

111 - Les lipides

Dans sa plus large conception un lipide (du grec /ipos : gras) se définit comme un
composé¢ de poids moléculaire inférieur a 5000 Da avec une proportion importante de
chaines hydrocarbonées dans sa structure. Les lipides sont les constituants fondamentaux
des membranes biologiques. Il existe de lipides hydrophobes (non polaires) et des lipides
amphiphiles (comportant a la fois des groupements polaires et des groupements non
polaires). L’architecture des lipides est fondée sur des motifs communs. Cela permet de
différencier les composés polyprényles (stéroides, vitamines liposolubles par exemple) des
lipides comportant des acides gras. Les acides gras sont les lipides les plus simples. Ils sont
par ailleurs les composants de nombreux lipides plus complexes (phospholipides,

sphingolipides) (Fig. 18).
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LIPIDES

Acide gras Stéroides Vitamines Autres
liposolubles terpénes
Composés polyprényles

Icosanoides | | Glycérophospholipides | | Sphingolipides | |Triac:flgl}'céridm | | Cires |

Ceéramides

| Plasmalogénes || Phosphatidates || Sphingomyélines | Cérébrosides Gangliosides Amutres

Glycolipides

| PS| | PE | | PC || Autres | Phospholipides

Figure 18 : Classification des principaux types de lipides d’aprés leur parenté structurale.
PS : phosphatidylsérine, PE : Phosphatidyléthanolamine, PC : Pgosphatidylcholine.

Les classes de lipides different non seulement par leur structure mais également par leur
fonction biologique. Certains remplissent leur fonction en tant que molécule isolée,
d’autres en association avec d’autres molécules (lipoprotéines) ou au sein de complexes et
d’agrégats (membranes biologiques).

Dans ce manuscrit seront décrits plus précisément les lipides membranaires ainsi que les

acides gras.

II1.1 - Les acides gras

Ils sont constitutifs de nombreux types de lipides. Ils se distinguent par la longueur
de la chaine hydrocarbonée, le degré d’insaturation et la position des doubles liaisons sur la

chaine. (Tableau 2).
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Nombre de C | Nombre d’insaturation | Nom commun | Abréviation Nom IUPAC
12 0 Laurate C12:0 Dodecanoate
14 0 Myristate C14:0 Tetradecanoate
16 0 Palmitate C16:0 Hexadecanoate
18 0 Stéarate C18:0 Octadecanoate
20 0 Arachidate C20:0 Icosanoate
22 0 Béhénate C22: Docosanoate
24 0 Lignocérate C24:0 Tetracosanoate
16 1 Palmitoléate Cle6:1 cis- A’-hexadecenoate
18 1 Oléate Cl138:1 cis - A’-octadecanoate
18 2 Linoléate Cl18:2 cis,cis- A*-octadecadienoate
18 3 Linolénate C18:3 tout cis- A%!*P_octadecatrienoate
20 4 Arachidonate C20:4 tout cis-A’*1% jcosatetraenoate

Tableau 2 : Quelques acides gras les plus représentés dans les membranes plasmique.

Parmi les acides gras insaturés, la configuration de la double liaison est en général
de type cis. Ainsi, la présence d'une ou plusieurs insaturations introduit une flexion
accentué¢e de la chalne par rapport a un acide gras saturé (Fig. 19). Ceci s’oppose a la
formation de cristaux compacts et ordonnés et défavorise les interactions de Van der Waals
entre chaines. Les acides gras les plus abondants chez les animaux sont I’oléate (18 :1), le
palmitate (16 :0) et le stéarate (18 :0). Mais des acides gras poly-insaturés sont également

retrouvés, comme le linoléate (18 :2) et le linolénate (18 :3).
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Figure 19 : Les différentes parties d’une molécule de phosphatidylcholine. (4) représentation
schématique. (B) formule chimique. (C) modele moléculaire et symbole.
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111.2 - Les phospholipides

Les phospholipides sont caractérisés par une partie polaire (le phosphoglycérol
substitué) et une partie apolaire (les chaines hydrocarbonées). Ce sont donc des molécules

amphiphiles.

111.3 - Les diacylphosphoglvcérides

Ils dérivent de D’estérification en position 3 du glycérol par un dérivé de I’acide
phosphorique (XPO4") dont la nature permet de les classer (Fig. 20). Des chaines d’acides
gras sont associées en position 1 et 2 du glycérol par des liaisons esters. Les classes de
phospholipides sont définies par la nature du substituant X. Les phospholipides des
membranes plasmiques les plus représentés sont, de mani¢re quantitative, la
phosphatidylcholine (PC) et les aminophospholipides (phosphatidylsérine (PS) et
phosphatidyléthanolamine (PE)) et le phosphatidylinositol (PI). A pH 7, le groupement
phosphate porte une charge négative. Il en résulte que les phospholipides dont le
groupement X est neutre ou chargé négativement seront anioniques : PI et PS ; et ceux dont
le groupement X est neutre ou porte une charge positive sont neutres électriquement ou

zwittérioniques comme c’est le cas de PC et PE.

111.4 - Les sphingolipides

Le constituant de base des sphingolipides est le céramide qui résulte de
I’amidification de la sphingosine par un acide gras (Fig.20). On distingue les
sphingophospholipides, qui dérivent du sphingolipide par addition sur la fonction alcool
d’un dérivé de I’acide phosphorique et les sphingoglycolipides qui résultent de la liaison
d’un sucre simple (cérébroside) ou d’un oligosaccharide (ganglioside) sur la fonction
alcool du céramide. La sphingomyéline (ajout de choline sur le céramide) est le
sphingolipide le plus abondant dans les membranes plasmiques des cellules de
mammiferes.

Les gangliosides sont impliqués dans la liaison a la membrane plasmique de
certaines toxines, dont la toxine botulique. En effet, des études menées sur BoNT/A et
BoNT/B montrent qu’ils sont importants au recrutement de la toxine a la membrane

plasmique et a son internalisation. (cf. chapitre I de I'introduction §1.1).
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111.5 - Les stéroides

Le cholestérol (Fig.20) est I'unique stérol des membranes plasmiques des
mammiferes. C’est une molécule amphiphile avec une trés petite partie polaire : le
groupement hydroxyle, et une partie apolaire constituée des noyaux stéroides et de la
chaine latérale. Il s’insére dans la membrane de telle sorte que son cceur hydrophobe est au
contact des chalnes d’acides gras des lipides alors que le groupement hydroxyle est situé au
niveau des tétes polaires des lipides. Le cholestérol estérifié ne posseéde plus de partie

polaire, on le retrouve essentiellement au sein des protéines plasmatiques.
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Figure 20 : Formules des principaux lipides des membranes plasmiques

IV - Polymorphisme physique des lipides dans ’eau

En phase aqueuse, les lipides ont tendance a adopter plusieurs types de phase : c’est
ce que l'on appelle le polymorphisme lipidique. Les lipides s’associent de fagon a
provoquer le maximum d’interactions hydrophobes. Cette capacité dépend non seulement
des groupements fonctionnels présents sur le lipide, mais aussi de tous les facteurs
influencant les interactions de type dipolaire et ¢lectrostatique : pH, force ionique, présence

de cations divalents.
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IV.1 - Diagramme de phase lipide-eau

En présence d’eau, les lipides ont tendance a s’associer pour former des structures
variées selon la proportion eau/lipide du milieu et la température.
Ainsi, deux types de structures peuvent étre déterminées :

Structure de #ype I ou « direct » (huile dans I’eau) ou les agrégats lipidiques sont
formés dans une phase aqueuse continue.

Structure de type II ou « inverse » (eau dans I’huile). Dans ce cas, les tétes polaires
hydratées sont organisées au sein d’une matrice non polaire continue constituée de chaines

aliphatiques.

1V.2 - Concentration micellaire critique (cmc)

En présence d’un excés d’eau, une solution moléculaire de lipides est obtenue,
quelle que soit sa nature. Lorsque la concentration en lipides dans I’eau augmente, deux
phénomenes différents peuvent se produire, dépendants de la température. Si la
température est inférieure a la température de Krafft (Tx), les lipides forment des cristaux
hydratés qui coexistent avec la phase aqueuse. Au dessus de Tk, et pour des valeurs
supérieures a la concentration micellaire critique (cmc), qui est caractéristique du
tensioactif étudié, les lipides vont s’auto-associer sous forme de micelles dont la forme sera
plus ou moins sphérique. Il faut noter que dans ce cas, des molécules de la micelle
s’échangent rapidement avec les monomeres du milieu aqueux. La cmc dépend de la
balance hydrophile-lipophile du tensioactif, c'est-a-dire de I’importance relative des
régions apolaires et polaires de la molécule. Ainsi la plupart des acides gras ont des cmc de
I'ordre de 10°-10"M. II n’en va pas de méme pour les phospholipides membranaires
bicaténaires. Par exemple, le dipalmitoylphosphatidylcholine a une cmc de I'ordre de
10"°M. La quantité de lipides sous forme de monomére peut étre considérée comme
négligeable dans ce cas. Ainsi, les phospholipides membranaires peuvent étre considérés
comme pratiquement insolubles, la quantité a 1I’é¢tat monomérique étant négligeable. La
Figure 21 donne un exemple de diagramme de phase, obtenu pour le SDS. Ce diagramme

illustre la dépendance en température et en concentration de 1’association du tensio-actif.
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Figure 21 : Diagramme de phase du sodium dodécyl sulfate (SDS).

IV.3 - Cas des lipides bicaténaires

La Figure 22 montre le diagramme de phase du syst¢tme modele DMPC/H,O
(Janiak et al., 1979). Trois phases sont observables pour ce systéme : Pg:, Lp- et Lq. Les
deux premicres sont présentes a basse température. Elles correspondent a des phases
rigides dites phases gel pour lesquelles les chaines aliphatiques des lipides sont cristallisées
dans le plan normal a la membrane. La phase Ly est une phase fluide appelée liquide-
cristalline. Dans ce cas, les chaines aliphatiques sont désordonnées et les lipides peuvent

diffuser latéralement dans le plan. Les bicouches sont alors libres de fluctuer.
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La température de fusion d’un lipide (Ty) est la température de transition entre la phase gel
et la phase La . Pour des températures supérieures a Ty les chalnes carbonées « fondent » :
des niveaux d’énergie rotationnelle des liaisons C-C plus élevés sont excités. Dans une
bicouche lipidique, les changements d’orientation des chaines aliphatiques via des
configurations gauches et cis des doubles liaisons rendent plus difficiles le parallélisme des
chaines hydrocarbonées. L’agencement des lipides dans une phase gel est donc plus
difficile et le désordre moléculaire augmente. Les lipides forment alors un liquide
bidimensionnel dans lequel les chaines aliphatiques sont désordonnées mais en moyenne
restent dans le plan de la normale a la membrane. Ty dépend essentiellement du nombre
d’insaturations et de la longueur de la chaine hydrocarbonée. A longueur de chaine égale,
la fluidit¢ de la membrane augmente avec le nombre d’insaturations. A nombre
d’insaturation égal, la fluidité membranaire est inversement proportionnelle a la longueur

de la chaine.

V - La membrane

V.1 - Mouvements des lipides au sein de la membrane

La phase La décrite sur des systemes modeles (Fig. 22) est la phase la plus
représentative des membranes biologiques. Au niveau moléculaire, bien que les différents
composants des membranes soient confinés dans des espaces bidimensionnels, leurs
mouvements n’en restent pas moins divers. Et les mouvements a petite ou plus grande
¢chelle donnent a la membrane sa fluidité. Cette caractéristique est décrite dans le modele
de Singer et Nicholson (Singer & Nicholson, 1972). Tous les éléments constitutifs de la
membrane composent une mosaique fluide dont la mobilité des éléments leur permet
d’interagir de maniére plus ou moins transitoire.

La viscosité, unité¢ inverse de la fluidité, représente la résistance au déplacement.
Dans une membrane, la viscosité moyenne est de I’ordre de 10"N.s™.m™, soit cent fois la
viscosité de I’eau pure. Cependant, les membranes sont des milieux anisotropes dans
lesquels la résistance aux mouvements n’est pas la méme dans toutes les directions et
régions de la membrane.

Les mouvements locaux conférant aux bicouches lipidiques leur fluidité sont

illustrés dans la Figure 23.
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Cceur hydrophobe {.

Interface

Figure 23 : mouvements des phospholipides dans une membrane. 1 rotation; 2 diffusion
latérale ; 3 mouvements des chaines acyles ; 4 flip-flop.

Ainsi, les lipides se déplacent perpétuellement dans le plan de la membrane et
tournent sur leur axe (Fig.23). Les chalnes aliphatiques sont aussi animées d’un
mouvement de balancier. Tous ces mouvements sont tres rapides. La mesure du coefficient
de diffusion latérale (Dr) donne des renseignements précis sur cette dynamique. La mesure
de Dp est effectuée par FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) sur des
systémes modeles ou sur cellule entiére possédant une lipide ou une protéine greffée d’un
marqueur fluorescent. Les coefficients de diffusion sont de I’ordre de 10"°m*.s” pour un
lipide, ce qui correspond & un balayage d’une zone d’environ 1um* en une seconde pour la
molécule. Toute la dynamique lipidique favorise la mobilité des protéines membranaires
malgré une constante de diffusion de translation latérale 1000 fois inférieure a celle des
lipides (Lenaz, 1987). Cependant, ce coefficient est dépendant de la taille des molécules, il
en découle une mobilité presque inexistante pour les gros complexes protéiques.

La diffusion transversale (Fig. 23) des lipides (flip-flop) est beaucoup plus lente
que la diffusion latérale. La translocation spontanée d’une face a I’autre d’un lipide
nécessite un temps de demi-réaction (t;2) de Sh pour une molécule de phosphatidylcholine
(Bai & Pagano, 1997). Le passage a travers la membrane plasmique est fortement
dépendant de la taille et de la charge de la téte polaire qui doit traverser le ceceur
hydrophobe de la bicouche lipidique. Le flip-flop est assisté par des enzymes : les flippases
qui catalysent la diffusion facilitée des lipides et jouent le rdle de transporteurs
membranaires. Ainsi, la vitesse de transport est beaucoup plus rapide avec un t;, de ’ordre
de quelques minutes pour la phosphatidylcholine (van den Basselaar et al., 1978). 1l existe
¢galement un transport de certains lipides contre un gradient de concentration
(aminophospholipide translocase). L’activité de translocation est aussi tres active dans le

réticulum endoplasmique pour les N-glycosylations et la formation de
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glycosylphosphatidylinositols. Les précurseurs lipidiques sont synthétisés sur la face
cytosolique et sont transportés sur la face luminale pour la synthése finale (Helenius &

Aebi, 2001) (Maeda et al., 2001).

V.2 - Les domaines lipidiques

La fluidité et la diffusion des lipides membranaires ne sont pas homogenes. Ainsi,
existe-t-il des domaines lipidiques composées de lipides saturés tels que des sphingolipides
et de cholestérol. Ces derniers peuvent se rassembler étroitement grace a des interactions
non covalentes et former de véritables domaines lipidiques appelés radeaux lipidiques ou
rafts. Ils forment un ensemble membranaire dans une phase liquide-ordonnée. Cet état
possede un empilement des chalnes acyles tout comme en phase gel, bien que les
mouvements de diffusion latérale restent rapides. Cet ensemble est insoluble aux
détergents et « flotte » littéralement a la surface membranaire. Le rassemblement des
sphingolipides a longues chaines affecte 1’épaisseur de la membrane : la monocouche
grossit localement de 6 A sur une section membranaire pouvant aller jusqu’a 1 um.
(Sprong et al., 2001). Cette modification locale de 1’épaisseur membranaire permet le
recrutement de certaines protéines membranaires. La ségrégation lipidique et protéique au
sein de ces domaines lipidiques serait impliquée dans la transduction du signal et le trafic

membranaire. (Anderson & Jacobson, 2002) (Lucero & Robbins, 2004).

V.3 - Polymorphisme lipidique au sein de la membrane

Bien que les membranes biologiques soient organisées en bicouches planes,
certains de leurs composants lipidiques sont capables de former spontanément des
assemblages non lamellaires. Ces structures intermédiaires sont observées transitoirement.

Ainsi, la structure de I’assemblage dépend essentiellement de la forme moléculaire
des lipides qui la composent. La notion de forme de la molécule lipidique repose sur
I’importance relative du volume occupé par la partie hydrophobe par rapport a la partie
hydrophile et permet de prévoir quel type d’organisation un lipide adoptera dans I’eau
(Cullis & de Kruijff, 1979). Le volume de la téte polaire dépend des atomes qui la
composent, de son hydratation ainsi que de sa mobilité. Le volume de la partie hydrophobe
d’un lipide est dépendant du nombre d’insaturations en conformation cis : plus elles sont

nombreuses et proches de la téte polaire du lipide et plus le volume de la partie hydrophobe
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de celui-ci sera important. Ainsi, la lysophosphatidylcholine (LPC) qui ne posséde qu’une
seule chaine acyle saturée s’organisera en micelle en solvant aqueux, alors que la
phosphatidylcholine (PC) s’organisera en bicouche (Fig. 24).

LPC PC

o Cone : o Cylindre :
MICELLE BICOUCHE

(v X
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Figure 24 : Auto-organisation de la lysophosphatidylcholine (LPC) et de la phosphatidylcholine
(PC).Extrait de Cooper GM., The cell- A molecular approach, 2000.

De maniére générale, un lipide en forme de cone induit une courbure positive (type
micelle) et un lipide en forme de cone inversé (comme la phosphatidyléthanolamine) induit
une courbure négative (micelle inversée) (de Kruijft, 1997). Ces différentes organisations
peuvent avoir un intérét physiologique transitoire ou durable (Zimmerberg, 2000). Ainsi,
chaque organite posséde sa propre courbure de membrane régulée par la composition
lipidique. Les organisations non lamellaires sont impliquées dans différents processus
biologiques fondamentaux, tels que la synthése membranaire, le trafic intracellulaire, la
division cellulaire, I’infection des cellules par des virus a enveloppe ou encore les
phénomenes d’exocytose et d’endocytose.

La Figure 25 illustre I’adaptation locale de la composition lipidique lors d’un
phénoméne de formation ou de fusion de vésicules. Dans ce cas, la présence de
phosphatidyléthanolamine sur le feuillet interne de la membrane permet de créer une
invagination. Cependant, les phénoménes de fusion membranaire sont étroitement
controlés in vivo par les protéines fusogenes. Ainsi, les protéines SNAREs (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) sont les acteurs majeurs de la
reconnaissance et de la fusion de diverses vésicules de transport (Hong, 2005). Elles sont
aussi la cible des neurotoxines clostridiales dont 1’effet est d’inhiber la libération de
neurotransmetteur grace au clivage spécifique de certaines SNAREs (cf. Introduction

Chap.I §4.3).
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Figure 25:  Polymorphisme
lipidique.  L’organisation  des
lipides entre eux se fait de
maniére  a  favoriser  les
interactions de type hydrophobes.
D’apres Fantini et al., 2002.
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individuelles des lipides jouent un rdle localement sur
la stabilisation des protéines insérées dans la
bicouche. La présence d’un lipide dans une
membrane possédant une courbure différente de la
sienne engendrera un stress de courbure. Ce stress va
exercer une influence sur la stabilité du systéme et les
interactions avec les protéines membranaires. Mais il
est important de noter que les peptides et protéines

msérés dans les membranes sont eux aussi

responsables de 1’organisation membranaire locale.

V.4 - Potentiel de membrane, constante diélectrique

La membrane constitue un environnement amphiphile : hydrophile au niveau des

tétes polaires des lipides et hydrophobe dans la région composée par les chaines

aliphatiques. Elle peut étre divisée en trois compartiments de constantes diélectriques

différentes. Ainsi, La région des tétes polaires a une constante diélectrique comprise entre

20 et 50 ; la constante dié¢lectrique du cceur hydrophobe est généralement comprise entre 2

et 4. La constante di¢lectrique de I’eau est 78,5. Ainsi, ces différentes valeurs indiquent-

elles un changement des propriétés électriques dans I’environnement de la membrane. Cela

indique une diminution de la polarité du milieu comparativement a 1’eau.
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VI - Influence des propriétés physiques de la bicouche lipidique sur

Pactivité et la structure des protéines

L’influence des lipides sur la stabilité¢ des protéines insérées est généralement basée
sur ’étude des protéines membranaires constitutives. Cependant nous considérons que les
protéines amphitropiques sont affectées de maniére identique par le milieu membranaire.
Ainsi donc, une protéine membranaire transitoire ou constitutive sera considérée de la
méme fagon.

La bicouche lipidique induit des contraintes physiques sur les protéines
membranaires, il en résulte une limitation dans 1’exploration de 1’espace conformationnel
de celles-ci. Lorsque elles sont insérées dans les membranes, les protéines sont confinées
dans un espace a deux dimensions. Cet espace oriente et structure la chaine polypeptidique

en fonction des interactions établies avec les lipides membranaires.

V1.1 - Influence des tétes polaires

La région de I’interface membranaire contient les tétes polaires, parties chargées
des lipides. C’est une région importante de la membrane dont le réle est de moduler un
grand nombre de réactions. La diversité chimique de ’interface membranaire offre de
nombreuses possibilités d’interactions avec les polypeptides. Ces interactions sont
dépendantes de la taille et de la charge des groupements chimiques présents.

Les tétes polaires créent un réseau bidimensionnel de liaisons hydrogene entre elles
et les molécules d’eau. D’autre part, les membranes biologiques contiennent entre 10% et
20% de lipides anioniques. Cela contribue a la création d’un potentiel de surface. Ainsi, les
tétes polaires anioniques établissent des interactions €lectrostatiques répulsives entre elles.
Enfin, la faible constante di¢lectrique (~30) renforce les interactions électrostatiques et les
liaisons hydrogene entre les lipides anioniques et les protéines.

Le potentiel de membrane créé par les tétes polaires anioniques conduit au recrutement de
contre-ions positifs. Cela a pour conséquence I’augmentation de la force ionique a
proximité de la surface de la membrane. On retrouve des protons parmi ces cations. Il en
résulte une augmentation locale de leur concentration et donc une acidification du pH local
de 1 a 2 unités pouvant s’étendre sur une distance de 5 a 15 A de la surface (Bychkova et

al., 1996) (Prats et al., 1989).
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La stabilité des protéines est aussi sensible a d’autres facteurs environnementaux
que sont la force ionique et I'interface de la membrane. Ainsi, pour certaines protéines
comme la toxine diphtérique, 1’augmentation de I’acidité¢ déstabilise la structure de la

protéine et favorise ainsi son insertion dans la bicouche lipidique.

V1.2 - L’épaisseur de la bicouche

L’épaisseur de la membrane est en moyenne de 5 nm. Le cceur hydrophobe de la
bicouche doit recouvrir les segments transmembranaires de protéines membranaires. Son
épaisseur est d’environ 2,5-3 nm. L’épaisseur du cceur hydrophobe de la bicouche lipidique
est dépendante de sa composition. Elle dépend de la longueur des chaines aliphatiques des
lipides composant la membrane. L’activit¢ de protéines membranaires reconstituées a
montré une dépendance en fonction de la longueur des chaines acyles (Lee, 2003). Ainsi,
un mauvais ajustement entre I’épaisseur du cceur hydrophobe de la membrane et celle du
segment transmembranaire conduit a une adaptation de I’épaisseur de la bicouche lipidique

a proximité de la membrane (Fattal & Ben-Shaul, 1993). Ce phénomeéne est illustré dans la
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Figure 26 : Exemples de mésappariements hydrophobes entre une protéine membranaire et la
bicouche lipidique. d, et d; représentent respectivement [’épaisseur du segment hydrophobe de la
protéine et celle du coeur hydrophobe de la membrane. Lorsque d,>d; la bicouche s’étire a
proximité de la protéine et les lipides ont une aire moléculaire moindre a proximité de la protéine.
Dans le cas ou d,<d,, la bicouche se compresse a proximité de la protéine et les lipides occupent
une plus grande surface. D aprés Lee, 2003.

Figure 26.
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V1.3 - La viscosité membranaire

Les forces de friction dans le milieu membranaire s’opposent aux mouvements de
grande amplitude des protéines. Or, les protéines membranaires sont amenées a subir des
changements conformationnels par exemple pour assurer leurs fonctions enzymatiques.
Dans un milieu visqueux, les forces de friction s’y opposent. La viscosité d’un milieu
influe donc sur la barriere énergétique entre deux états conformationnels. Plus la viscosité
augmente et plus cette barriere énergétique est grande. Une composition lipidique, une
température différentes auront donc un effet non négligeable sur I’activité et les

changements conformationnels d’une protéine.

V1.4 - Effets de l1a courbure membranaire.

Beaucoup de lipides membranaires préférent un assemblage non lamellaire
(Rietveld et al., 1993). La présence de ces lipides dans la bicouche induit une courbure. La
structure lamellaire de la bicouche est maintenue par un jeu d’interactions attractives et

répulsives (Fig. 27).
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Figure 27 : Courbure spontanée de la bicouche lipidique. Le schéma du haut montre les pressions
latérales et tensions s exer¢ant dans une monocouche. La tension interfaciale F\, tend a minimiser
I"aire moléculaire. F), est la pression latérale s’exergcant dans la région des tétes polaires, due
essentiellement a des interactions de type électrostatique répulsives ou attractives. F. représente
les forces agissant au niveau des chaines acyles des lipides. Elles sont dues a [’agitation thermique
et sont répulsives. Les interactions de Van der Waals entre les chaines hydrocarbonées sont
attractives. Dans les trois schémas representant des monocouches, les différents types de courbure
sont représentés. Les fleches indiquent la direction de ['observation utilisée pour définir une
courbure négative ou positive. Les courbures surviennent en réponse a un déséquilibre dans les
différentes pressions exercées sur les lipides dans une monocouche. D apres Lee, 2004.
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De facon générale, I’insertion d’une protéine dans la membrane a pour effet
stabiliser sa structure en bicouche. Cependant, lorsque I’insertion provoque un
mésappariement hydrophobe nécessitant une adaptation de la bicouche lipidique, il se crée
une courbure membranaire (positive ou négative) (Fig. 28b et e).

La Figure 28 illustre cinq possibilités d’induire une courbure membranaire. Dans le
premier cas (Fig. 28a), ce sont les lipides eux-mémes qui induisent la courbure. Outre
I’asymétrie de distribution des lipides dans la bicouche (Zachowski, 1993), les propriétés
des chaines acyles (longueur, nombre d’insaturations) et la taille des tétes polaires de
certains lipides influent sur la courbure de la membrane. Ainsi, un acide phosphatidique et
un acide lysophosphatidique vont engendrer respectivement une courbure négative et une
courbure positive. Une phosphatidylcholine n’engendrera pas de courbure de la bicouche
lipidique car sa téte polaire a une section comparable a celle occupée par ses deux chaines
acyles (Fig. 25). Dans les autres cas de figure, c’est I’interaction ou I’insertion de protéines
dans la bicouche lipidique qui provoque une courbure de celle-ci. Ainsi, la forme des
protéines intrinséques peut conduire a une adaptation de la courbure locale de la membrane
comme c’est le cas par exemple, du domaine transmembranaire du récepteur a
I’acéthylcholine de forme conique (Unwin, 2005). L’oligomérisation des protéines

membranaires peut également causer ce phénomene (Fig. 28b).
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Figure 28 : Les différents mécanismes de déformation de la membrane : a changements de la
composition lipidique. b influence de protéines membranaires qui ont une courbure intrinséque ou
dont [’oligomérisation provoque la courbure. ¢ polymérisation différente du cytosquelette. d
« tuteurs » agissant directement ou non sur la courbure de la membrane. e insertion d’une hélice
amphiphile dans un seuil feuillet de la membrane. D aprés McMahon & Gallop, 2005.
L’assemblage et le désassemblage du cytosquelette sont également trés étroitement

liés aux phénomenes de déformation des membranes (Fig. 28c), particuliérement, dans les
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déformations membranaires impliquées dans la motilité¢ des cellules ou dans la formation
des vésicules de transport nécessitant la création de régions a trés forte courbure
(Bretscher, 1996), (Buss et al., 2002).

D’autres familles de protéines agissent véritablement comme des « tuteurs » sur la
membrane lui imposant une courbure a leur contact direct ou par un intermédiaire
(Fig. 28d). Les protéine de la famille de la dynamine interagissent avec les inositols des
lipides et forment des oligoméres hélicoidaux contraignant la topologie de la membrane
(Hinshaw et al, 1995), (Marks et al., 2001). L’effet de ce type de protéines sur les
membranes peut étre comparé a celui d’un exosquelette, soutenant et sculptant celle-ci. Les
protéines appartenant aux manteaux protéiques recouvrant certaines vésicules de transport
peuvent également étre considérées comme étant des « exosquelettes » modelant la forme
des membranes (clathrine, COPI). Cependant dans ce cas, ce n’est pas directement une
seule protéine ou son oligomérisation, mais I’assemblage de différentes protéines qui
conduit a la déformation de la membrane (Antonny et al., 2003), (Nossal, 2001).

Dans le dernier cas de figure présenté dans la Figure 28e, c’est I’insertion d’hélices
amphiphiles dans la membrane qui résulte en l’augmentation locale de la courbure
(positive dans ce cas). Ce type d’hélice posséde une face hydrophobe et une face polaire, il
est notamment retrouvé dans des protéines impliquées dans le trafic intracellulaire, telles
que les petites protéines G, les epsines et les protéines contenant des domaines BAR
(Bin/Amphiphysine/Rvs). L’insertion asymétrique de ces hélices amphiphiles dans la
membrane déstabilise tout d’abord un seul feuillet de la membrane puis, la bicouche
lipidique se réarrange pour optimiser les interactions avec I’hélice insérée mais également

entre lipides.

D’autres protéines dont la fonction les améne a interagir avec les membranes sont
sensibles a la courbure de ces derniéres. Ainsi, I’interaction de protéines possédant des
domaines BAR est elle sensible a la courbure de la membrane. Les domaines BAR sont des
domaines treés conservés que 1’on retrouve dans plusieurs protéines telles que I’annexine
B12 (Fischer et al., 2007) et ArfGAP1 (Bigay et al, 2005), les amphiphysines et les
endophilines. Les domaines BAR de ces deux dernicres conduisent a la formation de tubes
lors de I’interaction avec les membranes in vitro (Peter et al., 2004) (Farsad et al., 2001)
(Richnau et al., 2004). Les protéines de la superfamille BAR se lient aux membranes, sous
forme de dimeéres, avec une spécificité de courbure (Fig. 29). Cette propriété est tres

certainement due a la courbure intrinséque de la protéine. Ainsi, une courbure de
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membrane qui correspond mieux a celle de la protéine favorise les interactions de type
¢lectrostatique entre les lipides et les acides aminés chargés de la protéine : I’interaction

protéine-membrane est donc plus forte.

Weak binding

Figure 29 : Domaines BAR de ’amphiphysine en interaction avec une membrane de faible
rayon de courbure (haut) et de plus forte courbure (bas). Le domaine BAR établit des interactions
plus fortes avec la membrane ayant la plus forte courbure car toute la surface du dimere est en
contact avec les lipides et peut ainsi établir un plus grand nombre d’interactions de type
électrostatique avec

Ainsi, I’interaction et/ou I’insertion de protéines dans la membrane induisent-elles
des déformations de celle-ci nécessaires au trafic intracellulaire ou a la motilit¢ de la
cellule par exemple. Mais la courbure de la membrane est également un préalable a
I’interaction avec certaines protéines régulant ainsi leur fonction.

Lors de I'interaction d’une protéine avec la membrane, ce sont donc un grand
nombre de facteur qui entrent en jeu. Si pour certaines protéines, le pH et la charge globale
de la membrane sont des facteurs prépondérants dans I’interaction avec la bicouche
lipidique, pour d’autres, cette interaction est également modulée par la courbure de la

membrane.
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VII - Les systéemes modéles lipidiques

Les membranes artificielles sont des systémes modeles essentiellement composées
de phospholipides. Elles sont utilisées (i) pour étudier les caractéristiques structurales et
physico-chimiques d’une membrane lipidique (ii) mais elles sont aussi trés largement
utilisées dans le cadre de I’étude d’interactions protéine-membrane ou de I’activité de

transporteurs protéiques.

Les vésicules lipidiques sont les modeles les plus couramment utilisés. Leurs
champs d’applications sont trés diversifiés, allant de la biochimie a la cosmétologie en
passant par la biophysique et la pharmacologie. Ces vésicules sont constituées d’une
bicouche (Fig. 30A) dont la composition lipidique et la taille sont contrdlées. Elles isolent

le milieu interne du milieu externe.

De toutes les méthodes de préparation des vésicules lipidiques, la plus simple
consiste en I’évaporation du solvant organique dans lequel les lipides sont dissous. Le film
lipidique ainsi obtenu est resuspendu dans un solvant aqueux par agitation. Les lipides
s’organisent alors en vésicules multilaméllaires (MLVs pour MultiLamellar Vesicles)
(Fig. 30B). Les MLVs sont des vésicules lipidiques comprenant plusieurs bicouches
lipidiques concentriques et de tailles hétérogeénes. Ces propriétés font des MLVs des objets
trés peu utilisés pour les études biophysiques. En effet, elles diffusent fortement la lumiére,
ce qui rend difficile les études par spectroscopie optique. D’autre part, leur hétérogénéité
en taille dans une méme préparation et d’une préparation a I’autre, influe grandement sur la

reproductibilité des résultats. C’est pourquoi les vésicules unilamellaires sont plus utilisées.

Les vésicules unilamellaires de petite taille (SUVs pour Small Unilamellar
Vesicles) (Fig. 30C) sont obtenues par un traitement physique des MLVs (ultrasons). Ce
type de vésicule a un diameétre compris entre 15 et 50 nm et ont un faible volume interne.
La forte courbure imposée a la membrane impose que le feuillet externe ait une surface
significativement supérieure a celle du feuillet interne, donc un nombre de lipides
supérieur. La petite taille des SUVs en fait des objets facilement utilisés en spectroscopie

optique.
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Les vésicules unilamellaires de grande taille (LUVs pour Large Unilamellar
Vesicles) (Fig. 30D) sont aussi trés largement utilisées pour 1’étude d’interactions
protéines-membranes. La technique la plus simple de préparation des LUVs est celle que
nous avons utilisée : 1’évaporation par inversion de phase (Rigaud et al, 1983). Cette
méthode consiste a forcer par sonication I’émulsion d’une phase éther, dans laquelle les
lipides sont solubles, avec une phase aqueuse. L’éther est ensuite lentement éliminé par
¢vaporation sous pression réduite. Au fur et & mesure de 1’évaporation de 1’éther, les
lipides se réorganisent de fagon a favoriser les interactions entre leurs chaines
hydrocarbonées et 1’éther. La structure prend une allure de gel qui se liquéfie lors de
I’¢élimination totale de I’éther. Lorsque I’éther est totalement éliminé des MLVs sont
formées et leur taille est comprise entre 0,2 pm et 1 pm. Des passages consécutifs sur un
extrudeur équipé d’un filtre dont les pores ont un diamétre défini, vont casser les vésicules
multilamellaires et permettre la formation de vésicules unilamellaires dont la taille est
centrée autour de 170 nm de diamétre pour des pores de 200 nm de diametre, 100 nm de
diametre pour des pores de 100 nm de diametre, 280 nm de diametre pour des pores de
400 nm de diameétre. La taille et la monodispersité des préparations de vésicules lipidiques
sont vérifiées par diffusion dynamique de la lumicre. La courbure des LUVs est plus
proche de la réalité physiologique que ne I’est celle des SUVs. Les LUVs sont cependant
des objets beaucoup plus diffusants ce qui peut poser des problémes lors de 1’utilisation des
techniques de spectroscopies (dichroisme circulaire, fluorescence). En effet, la diffusion
due a ces objets peut dans certaines conditions étre plus forte que le signal obtenu pour la
protéine étudiée.

Des vésicules de trés grande taille (GUV pour Giant Unilamellar Vesicle) sont
utilisées pour étudier des mécanismes membranaires a I’échelle de la cellule. Leur taille
varie de 10 a 100 pm de diamétre.

Le choix du systéme modele et principalement celui de la taille des vésicules lipidiques
joue un role prépondérant dans 1’étude des interactions protéine-membrane. Ainsi, le rayon

de courbure peut-il influer sur ces interactions. (cf. Chap.II de I’introduction §VI)
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A

i
Cavitée aqueuss
~200 nm

W

C

@ﬂb ~20 nm
~150 nm

Figure 30 : Comparaison a I’échelle des différents types de vésicules lipidiques. A représentation
schématique d’une double bicouche. B : Schéma d’une MLV. C : schéma d’une SUV. D : Schéma
d’une LUV.
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MATERIEL ET METHODES
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Matériel et Méthodes

A — PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES

I — Clonage du domaine de translocation

Le clonage a été réalis¢ a partir d’un géne de synthése commandé a la société
GENEART (Regensburg, Allemagne) codant pour les résidus N418 a S877 de BoNT/A,
qui correspond a la protéine recombinante T1 (Fig. 13 § A.V1.4). Le géne de synthése a été
cloné dans un vecteur pCR Script (Fig. 31).

ApaLl (4015) 1 (+) origin

AmpR . \ T7

A Kpnl (658)

EcoRI (685)
Aval (810)
054036pPCR-Script
4262 bp
Barbier_DIEP
ApaLl (2769) . r)
Col E1 origin Clal (1712)
T3
Pstl (2054)
Sacl (2061)

Figure 31 : Schéma du plasmide PCR-Script dans lequel a été cloné le géne de synthése
codant pour Tl (Barbier DIEP). Le plasmide comporte un gene de résistance a [’ampicilline
(AmpR).

Le recours a un geéne de synthése s’est avéré nécessaire car des expériences
préliminaires ont montré que le domaine T s’exprime trés peu chez Escherichia coli a
partir de la séquence naturelle provenant de Clostridium botulinum. D’autre part, I’index
d’adaptation des codons de BoNT chez E. coli est trés faible. Un site de restriction Sph I a
été ajouté a extrémité 5’ de la séquence codant pour Tl et un site de restriction Psz I a été
ajouté a I’extrémité 3°.

Le geéne de synthése a également été muté sur une séquence analogue a la séquence
de Shine Dalgarno afin d’éviter un éventuel départ de traduction au milieu de la séquence
codante. Enfin, la cystéine 791 a été substituée par une sérine afin de prévenir la formation
de ponts disulfures illégitimes. La séquence naturelle ainsi que la séquence optimisée sont

représentées en Annexe 1.
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II — Clonage de Tm et Ts (C454-S877 et K547-S877 respectivement dans
la BoNT/A enti¢re)

Les clonages ont été effectués a partir du vecteur pCR-Script contenant le géne de
synthése codant pour Tl Les domaines Tm et Ts ont été amplifiés par PCR. Les séquences
d’amorce utilisées sont :

- en 5° TmBontsynt53 (GGATCCGCATGCCTCTATCAAAGTGAACAACTGGG)
et TsBontsynt53 (GGATCCGCATGCCAAATACACCATGTTCCACTATCTGCG)
pour Tm et Ts respectivement
- TBontAsynt35 (GCTTGGCTGCAGTTAGCTGTGTTGATGATGTTTTTGATG)
en3’.
Les PCR ont été réalisées dans un volume final de 100 pL en présence de 800 uM de
dNTP (Sigma), 50 pmol.uL™ de chaque oligonucléotide TBontsynt53 et TBontAsynt35,
10 pL de tampon 10X Taq High Fidelity de Roche contenant 15 mM MgCl2, 50 ng
d’ADN PCR Script, 3,5 U.uL" de Taq Expand high Fidelity PCR System (Roche) et d’eau
milliQ qsp 100 pL. Le programme d’amplification du thermocycleur est composé des
étapes suivantes :
— Un cycle de 2min a 94°C
— 10 cycles composés de la séquence :
= 94°C,30s
= 55°C,30s
= 72°C,30s
— 20 cycles de la séquence :
= 94°C,30s
= 55°C,30s
= 72°C,45st+5s

— uncycle a 72°C pendant 4 min
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Les résultats obtenus par I’amplification par PCR des domaines Tm et Ts a partir du
vecteur pCR Script sont présentés dans la Figure 32. Les domaines Tm et Ts présentent

respectivement une bande caractéristique a 1288 pb et 1009 pb.

Ts
Tm

PM

1 1,53 5 kb

Figure 32 : Electrophorése sur gel d’agarose aprés amplification par PCR des domaines Tm
(1288 pb) et Ts (1009 pb) a partir du vecteur pCR Script.

Les produits de PCR ont ensuite été purifiés en utilisant le « QIAquick PCR
Purification kit » (Qiagen). Apres purification, les produits de PCR ont été digérés par les
enzymes de restriction Sph I puis Pst 1. Ces deux enzymes sont présentes dans le site
multiple de clonage du vecteur pQE-81L (Qiagen) qui sera utilisé pour I’expression dans
E. coli. La ligation entre I'insert Tm doublement digéré (300 a 500 ng) et le vecteur
d’expression pQE-81L linéarisé (100 ng) a été réalisée en présence de T4 DNA ligase
(2 uL 4 400 000 U.mL™) (Promega) en présence de 2 pL de tampon 10X T4 DNA Ligase
(300 mM Tris-HC1 pH 7,8, 100 mM MgCI2, 100 mM dithiothréitol, 10 mM ATP),
25 pg.mL™" de BSA, dans un volume final de 20 pL, pendant 2 h minimum a température
ambiante. Le vecteur d’expression pQE-81L présente une séquence poly-histidine en
amont du site de clonage, permettant ainsi d’obtenir une protéine recombinante présentant
une étiquette poly-histidine en N-terminal. Cette étiquette « Histidine » permettra la
purification ultérieure des protéines recombinantes et leur détection sur Western Blot grace
a des anti-corps anti-poly-histidine.

Des bactéries compétentes XL;Blue ont ensuite ¢été transformées par
¢lectroporation (Biorad) avec le produit de ligation, puis étalées sur boite de Petri
contenant du milieu LB Agar additionné d’ampicilline (100 pg.mL™") et incubées a 37°C
sur la nuit. La présence de I’insert dans différents clones obtenus a alors été vérifiée par
digestion de I’ADN plasmidique par les enzymes de restriction Sph 1 et Pst 1, suivie d’une
migration des produits de digestion sur gel d’agarose 1 % afin d’observer la taille des
fragments. Enfin, I’ADN des clones présentant I’insert a été amplifié¢ et séquencé afin de

valider la séquence et de vérifier le respect du cadre de lecture.
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I1I - Séquencage

La vérification de la séquence codante des différents plasmides obtenus apres
clonage a été effectuée par analyse de I’ADN plasmidique par séquengage. Deux colonies
présentant I’insert ont été sélectionnées et des cultures de 200 mL en milieu LB additionné
d’ampicilline ont été réalisées afin d’obtenir leur ADN plasmidique a I’aide du kit
Midiprep (Sigma). Le séquencage est ensuite réalisé a 1’aide du kit Big Dye Terminator
Cycle Sequence Ready Reaction (Applied Biosystems #4336776) sur I’automate ABI
PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Bri¢vement, le mélange utilisé lors
de la réaction de PCR de séquencage est composé : de 100 a 500 ng d’ADN plasmidique,
des amorces dont la concentration finale est de 3,2 pmol.uL™, de 1 pL du mélange « Big
Dye Terminator », 3 uL de tampon 5X (400 mM Tris-HCI pH 9, 10 mM MgCl2), dans un
volume final de 20 puL. La réaction de PCR consiste en 30 cycles suivant la séquence :
96°C pendant 10s, 50°C pendant 5s, 60°C pendant 4 min. Les produits de PCR sont ensuite
précipités par incubation en présence de 80 puL d’éthanol froid a 76 % pendant 15 min a -
20°C. Apres centrifugation des échantillons 15 min a 14000 rpm et 4°C, le surnageant est
¢liminé et le culot d’ADN est séché a température ambiante pendant environ 15 min. Le
culot est ensuite repris dans 20 uL de « Hi-Di Formamide » (Applied Biosystems
#4311320). Apres mélange, les échantillons sont placés 2 min a 100°C puis 2 min dans la
glace pour dénaturer I’ADN. Les mélanges sont enfin transférés dans un tube spécifique

pour le séquenceur.
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B — EXPRESSION ET PURIFICATION DE LA PROTEINE

Les précultures de bactéries transformées par les plasmides codant pour les
différentes protéines étudiées ont été réalisées dans 200 mL de milieu LB additionné
d’ampicilline (100 pg.mL™") sur la nuit & 37°C. Pour chaque préculture, 15 mL ont été
prélevés le lendemain afin d’inoculer 1 L de milieu Terrific Broth (TB) additionné
d’ampicilline (100pg.mL™"). Chaque culture a ensuite été incubée sous agitation a 37°C
jusqu’a l’obtention d’une DOgoonm =0,6-0,7 correspondant a la phase exponentielle de
croissance de la culture bactérienne. L’expression de chaque protéine a alors été induite par
ajout d’IPTG 1 mM, suivi d’une incubation 3-4h a 37°C sous agitation. Les cultures ont
alors été centrifugées 30 min a 14000 rpm a 4°C. Le surnageant a alors été jeté et le culot

bactérien a été conservé afin d’extraire les protéines recombinantes.

I - Extraction des protéines a partir des culots bactériens

Le culot bactérien obtenu pour 1 L de culture a été repris dans 40 mL de tampon
d’extraction froid (20 mM Na,HPO4/NaH,PO,, 500 mMNaCl, 10 mM imidazole, a pH 8).
La paroi bactérienne a été digérée par ajout de lysozyme (1 mL a 10mg.mL™") et ’activité
des protéases a été inhibée par ajout de PMSF (Phényl-méthyl-sulfonyl-fluoryl) a 0,1 M
finaux. Les bactéries ont ensuite été¢ lysées par passage dans un broyeur a cellules et le
lysat obtenu a été centrifugé 30 min a 4°C a 1800 rpm. L’analyse de fractions provenant du
surnageant et du culot bactérien ainsi obtenu a permis de localiser les protéines
recombinantes dans les corps d’inclusion. La purification des protéines recombinantes a
donc été réalisée a partir des corps d’inclusion repris en tampon 8 M urée, 0,1 M Tris-HCI

apH 8.
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I1 - Purification par chromatographie d’affinité et repliement

Les protéines recombinantes possédent une étiquette poly-histidine a leur extrémité
N-terminale, permettant leur purification sur colonne d’affinité au Nickel. La purification

s’effectue en plusieurs étapes.

11.1 - Purification sur colonne d’affinité au Nickel

La colonne utilisée est une Hi-Trap Chelating 5 mL (GE-Healthcare). Le débit de la
pompe est de 5 mL.min"'. La détection des protéines en sortie de colonne est effectuée
grace a un lecteur de densité optique.

La colonne conservée dans de 1’éthanol 20 % a 4°C a été rincée avec 5 volumes
d’eau avant d’étre chargée en ions Ni*" avec 10 mL de NiCl, 2 0,1 M. La colonne a ensuite
ét¢ lavée avec 5 volumes d’eau milliQ avant d’étre équilibrée avec le tampon
Na,HPO4/NaH,PO4 20 mM (NaP) pH 8, NaCl 500 mM, imidazole 10 mM, 8 M urée.
L’échantillon contenant la protéine a alors été chargé sur la colonne. Un passage de
tampon NaP 20 mM, NaCl 500 mM, imidazole 10 mM, 8 M urée a été réalisé sur la
colonne afin d’¢liminer les protéines non adsorbées sur la résine. Le méme tampon
contenant 50 mM d’imidazole a ensuite été passé afin de décrocher les protéines liées non
spécifiquement a la colonne. La protéine recombinante d’intérét a enfin été éluée par
passage de tampon contenant 500 mM imidazole. La fraction recueillie a été conservée a
4°C. Les fractions sont analysées par électrophoreése sur gel SDS-PAGE suivi d’un
Western-Blot. (Annexe 2).

La colonne a ensuite été lavée avec du tampon NaP 20 mM, NaCl 500 mM, EDTA
50 mM et imidazole 10 mM, 8 M urée puis avec de I’eau milliQ et enfin de 1’éthanol 20%,

puis stockée a 4°C.
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11.2 - Repliement de la protéine recombinante Tm

Les protéines sont dans un tampon dénaturant contenant de l'urée 8 M. Le
repliement des protéines passe par I’élimination de I'urée. L’élimination progressive de
I’urée a été obtenue en réalisant 3 dialyses de 4 h successives de 1’échantillon obtenu apres

purification, contre 2 L de tampon NaP 20 mM a pH 8, a 4°C.

111 - Purification par chromatographie d’exclusion de taille

Cette deuxieme étape de purification est effectuée sur la solution de protéines
repliées, aprés dialyse. Elle permet d’éliminer certaines protéines contaminantes ¢luées
avec la protéine d’intérét.

Le débit de la pompe est 1 mL.min"'. Aprés ringage par passage d’1 L d’eau milliQ,
la colonne a été équilibrée la veille de son utilisation avec le tampon NaP 20 mM a pH 8.
L’échantillon a purifier a ensuite été chargé sur la colonne puis élué avec un tampon NaP
20mM a pH 8. Les fractions sont collectées et conservées a 4°C avant analyse par

¢lectrophorese sur gel SDS-PAGE suivi d’un Western-Blot (Annexe 3).

IV - Dessalage des protéines et lyophilisation

Les études menées sur les protéines recombinantes nécessitent de fortes
concentrations en protéines et de faibles concentrations en sels. Il est donc nécessaire
d’éliminer les sels présents dans 1’échantillon. Cette étape de dessalage de la protéine est
effectuée par passage de la protéine recombinante sur une colonne G25 SF (GE-
Healthcare). Le débit de la pompe est alors de 10 mL.min™". Lors de cette étape, le tampon
NaP 20 mM a pH 8 a été remplacé lors de I’équilibration de la colonne et de I’¢lution par
une solution contenant un sel volatil, le NH;HCO; dans I’eau a 1 g.mL™". Les fractions
recueillies apres dessalage ont été analysées par gel SDS-PAGE suivi d’immuno-détection
par Western Blot (Annexe 3). Apres dessalage, la protéine a été lyophilisée et conservée a
4°C. Lors de la lyophilisation, le NH;sHCOs3 est éliminé : la protéine peut donc étre remise

en suspension dans le tampon adéquat pour les expériences ultérieures.
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C - OBTENTION DES VESICULES LIPIDIQUES

I - Rappels sur les mécanismes de formations des vésicules lipidiques

Les différents phénomenes mis en jeu lors de la préparation de vésicules phospholipidiques

sont illustrés dans la Figure 33.

Vésicules
wmultilamellaires

film de lipides déshydratés eau gonflement

Figure 33 : Phénoménes mis en jeu lors de la formation de MLVs (multilamellar vesicles), de
SUVs (small unilamellar vesicles) et de LUVs (large unilamellar vesicles) a partir de films
lipidiques secs.

Des vésicules lipidiques sont formées lorsque des films lipidiques sont hydratés : les
feuillets de bicouches lipidiques deviennent fluides et gonflent. Ainsi hydratés, les feuillets
se détachent pendant l'agitation et s’individualisent pour former de grandes vésicules
multilamellaires (MLVs pour multilamellar vesicles). L’apparition de bicouches lipidiques
empéche l’interaction directe de I'eau avec les chaines aliphatiques des lipides. La
réduction de la taille des MLVs, ainsi que l’acquisition d’un caractére unilamellaire,
exigent l'absorption d'énergie sous forme, par exemple, d’ultrasons (sonication) ou

d'énergie mécanique (extrusion).
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II - Préparation des vésicules lipidiques

Les lipides utilisés sont :

* Egg Phosphatidyl Choline (EPC ref.: 840051C), Avanti Polar Lipids Inc.
Alabaster AL.

* Egg Phosphatidic Acid (EPA ref: 840101C), Avanti Polar Lipids Inc.
Alabaster AL.

e  (16:0-18:0(9-10BR)-PC: 1-Palmitoyl-2-Stearoyl(9-10)dibromo-sn-Glycero-
3-Phosphocholine; ((9-10BR)-PC ref.: 850481C), Avanti Polar Lipids Inc.
Alabaster AL.

* N-(5-dimethylaminonaphthalene-1-sulfonyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine, triethylammonium salt (Dansyl-DHPE
ref :D57), Molecular Probes, Invitrogen.

* NBD-phosphatidyl ethanolamine (NBD-PE ref: N-360), Molecular Probes,
Invitrogen.

Les lipides sont sous forme de solution chloroformique. Ces solutions sont stockées a -

20°C sous atmosphere inerte (N3) afin d’éviter I’oxydation.

11.1 - Obtention de petites vésicules unilamellaires (SUV5s)

Le principe de fabrication des Small Unilamellar Vesicles (SUVs) est simple. Il faut dans
un premier temps former de "gros objets" lipidiques composés de multicouches lamellaires
(MLVs). Ces objets sont ensuite cassés avec des ultrasons pour former des objets plus

petits, les SUVs.

* Des lipides aux vésicules multilamellaires (MLV’s)

Cette étape est commune a la préparation des SUVs et des LUVs. La préparation des
MLVs requiert tout d’abord 1’obtention d’un film lipidique a partir des solutions
chloroformiques. Dans un premier temps, la quantité nécessaire de lipides est versée dans
un ballon en verre rodé d’un volume 20 fois supérieur au volume final souhaité. Le
chloroforme est évaporé jusqu’a obtention d’un film lipidique sous pression réduite dont le

bain marie aura été thermostaté a 35°C.
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Le film lipidique est ensuite repris dans moiti¢ volume final d’éther et moiti¢ volume
final de tampon aqueux [j1](Ci/NaCi, NaP 10 mM pH 7). Ce mélange est soniqué jusqu’a
obtention d’une émulsion. Puis I’éther est évaporé a température ambiante, par diminution
graduelle de la pression a I’intérieur du ballon en verre rod¢ en évitant de faire bouillir
I’éther. L’évaporation graduelle de I’éther va induire la réorganisation des lipides en
bicouches concentriques. Les MLVs sont formés. Le volume de la solution de MLVs

(MultiLamellar Vesicle) est ensuite ajusté au volume souhaité par ajout du tampon.

e Des vésicules multilamellaires aux SUV's

Les SUVs sont préparés par sonication. Les MLVs sont ensuite soniquées (Sonicator
ultrasonic processor XL, Misonix incorporated) a 20 % de puissance pendant 45 min, dans
un bain de glace, avec pour 1s de «pulse on» 2s de «pulse off ». A I'issue de la
sonication, les SUVs sont centrifugés a 49000 rpm dans un rotor TLA 100.3 en utilisant
une ultra-centrifugeuse Optima TLX (Beckman Coulter) pendant 1 h & 4°C pour éliminer
dans le culot les débris de sonde ainsi que les MLVs résiduelles. Le surnageant est
récupéré. Les SUVs se conservent 48 h a 4°C.

11.2 - Obtention de grandes vésicules unilamellaires (LUVSs)

De méme que pour les SUVs, le principe de fabrication des Large Unilamellar Vesicles
(LUVs) consiste dans un premier temps en la formation de MLVs. Ces objets subissent
ensuite plusieurs passages a travers des filtres de porosité connue sous pression d’azote

pour former des objets unilamellaires plus petits, les LUVs.

* Des lipides aux vésicules multilamellaires

L’étape d’obtention des MLV est commune a celle décrite précédemment §C.I1.1.

e Des vésicules multilamellaires aux LUVs

Les LUVs sont formés a partir de la solution de MLVs par extrusion. L'extrusion est

une technique dans laquelle une suspension lipidique est forcée a passer au travers d’un

filtre de polycarbonate (comportant des pores de taille définie) pour générer des vésicules

unilamellaires ayant un diametre proche de la taille des pores du filtre utilisé.
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L’appareil employé — appelé extruder (LIPEX extruder, Northernlipids) — comporte
différentes parties. Le montage expérimental employé lors de nos expériences est illustré

par la photographie de la Figure 34.

Figure 34 : Dispositif expérimental d’extrusion utilisé dans ce travail.

Les parties extérieures de I’appareil sont au nombre de trois : un couvercle, des ¢léments
centraux a assembler et un socle.
Le couvercle comporte les parties suivantes :
» une entrée pour ’azote, délivré a une pression de 12 bars, équipée d’un robinet
pour stopper I’alimentation entre chaque passage,
» une valve de purge permettant de vider le gaz contenu dans ’appareil et de revenir
a pression atmosphérique,
» une entrée pour charger la suspension a extruder,
» une sortie équipée d’un tuyau pour récupérer I’échantillon filtré dans une fiole.
Les différents éléments a assembler sont nécessaires a la filtration et a I’étanchéité du
montage. La liste et 'ordre d’assemblage de ces composants sont illustrés dans la

Figure 35.

80



Matériel et Méthodes

< > <«—— Joint d’étanchéité
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Figure 35 : Schéma du montage des différents éléments centraux de I’extruder.

Sur le socle est placé le support des filtres qui comporte un trou central assurant la sortie

pour I’échantillon filtré. L’empilement des différents éléments se fait par ordre décroissant

de taille des pores, c’est-a-dire de la maniére suivante :

deux supports métalliques pour filtres,

une membrane de nitrocellulose qui servira d’amortisseur lors de la mise en
pression de I’appareil,

deux filtres polycarbonate, préalablement humidifiés de maniére a éviter la
formation de bulles d’air. Deux filtres sont utilisés de maniére a assurer une
filtration optimale méme en cas de rupture de 1'un des deux filtres. Selon la taille
des vésicules choisies, I'extruder est assemblé a I'aide de filtres dont les pores ont
un diameétre de 100 nm (Nuclepore), de 200 nm de diameétre (Millipore, isopore,
ref: GTTP02500) ou de 400nm de diaméetre (Millipore, isopore, ref:
HTTP02500).

Deux joints d’étanchéité (un de faible et un de grand diamétre) sont ajoutés de
maniere a supporter le placement de la chambre centrale. Celle-ci comporte des
branchements permettant de réguler sa température (Figure 34). Toutes nos

préparations sont effectuées a température ambiante.

Une fois I’extruder monté, la solution de MLVs a filtrer est introduite dans la chambre

centrale & ’aide d’une seringue a travers le couvercle. Le débit d’introduction doit étre

modéré de maniére a éviter la formation de mousses qui pourrait perturber I’étape de

filtration. Une fois la suspension introduite, un flux d’azote a haute pression dans

I’extruder va pousser la solution a travers les filtres. Lorsque la totalité de la solution est

filtrée, il faut fermer ’arrivée de N, et purger le systéme en ouvrant le robinet de purge. Le
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gaz étant totalement évacué, 1’ouverture du bouchon est possible et ’on peut introduire de
nouveau la solution a filtrer et entamer un nouveau cycle.

Pour obtenir une suspension homogene de LUVs, 10 cycles de filtration sont effectués sous
une pression de 8 bars, lorsque les filtres de 200 nm et 100 nm sont utilisés. La pression est

de 3 bars lorsque ce sont des filtres de 400 nm qui sont utilisés.

11.3 - Préparation de vésicules lipidiques chargées en sulforhodamine B

Le protocole de préparation des vésicules lipidiques est le méme que décrit ci-
dessus (§C.11.2). Cependant le tampon aqueux utilisé¢ pour la préparation est différent, il
s’agit d’un tampon Ci/NaCi, NaP 10 mM pH 7 contenant 50 mM de sulforhodamine B
(Molecular Probes, Invitrogen, ref: S1307). Une fois les wvésicules lipidiques
unilamellaires obtenues, la sulforhodamine contenue dans le tampon a D’extérieur des
vésicules lipidiques est éliminée par passage de la solution de vésicules sur une colonne
PD10 (Sephadex G25M, Amersham Biosciences). La colonne PD10 est préalablement
équilibrée avec 25 mL d’un tampon Ci/NaCi, NaP 10 mM, NaCl 50 mM, pH 7. Le NaCl
ajouté en concentration équimolaire a celle de la sulforhodamine B permet de conserver un
équilibre osmotique lors de I’¢lution et ainsi, d’éviter 1’éclatement des vésicules lipidiques.

Ensuite, 400 pL de vésicules lipidiques a 20 mM sont déposés sur la colonne et le
volume est complété a 2,5 mL avec le tampon d’¢élution pour atteindre le volume minimal a
déposer sur ce type de colonne. La colonne permet de séparer les vésicules lipidiques du
tampon contenant la sulforhodamine B. Les vésicules lipidiques sont éluées en premier et
sont recueillies dans les quatre premiers millilitres d’élution. En sortie de colonne les
vésicules lipidiques ont été diluées d’une part 1,4 fois dans la colonne et d’autre part 6,25
fois lors du dépdt. Pour des vésicules lipidiques dont la concentration initiale était 20 mM,
la concentration en sortie de colonne est donc de 2,28 mM dans un tampon Ci/NaCi, NaP

10 mM, 50 mM NacCl, pH 7.

11.4 - Caractérisation des vésicules par diffusion de lumiére

La taille et ’homogénéité des vésicules lipidiques ont été vérifiées par diffusion
dynamique de la lumiere (DLS). Pour nos préparations, les mesures ont été réalisées avec
un Zetasizer 3000 équipé d’un laser HeNe (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK). La

méthode est basée sur la propriété des vésicules a diffuser la lumicre dans toutes les
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directions, et sur le fait que ces objets sont en mouvement permanent (mouvement
brownien). La fréquence et I’amplitude de ces mouvements browniens dépendent de la
taille des vésicules et de la viscosité du solvant. La diffusion de la lumiere varie avec le
temps et peut étre reliée au coefficient de diffusion des particules en solution. Cette
spectroscopie par corrélation de photon est une technique simple et rapide bien que le
traitement mathématique soit complexe.
Les tailles moyennes mesurées pour les différentes tailles théoriques sont :

* Pourles SUVs: 48,1 nm+ 2,7 nm

* Pourles LUVs 100 nm : 98,2 nm + 4,9 nm

* Pourles LUVs 200 nm : 174,2 nm + 12,7 nm

* Pourles LUVs 400 nm : 288,1 nm + 23,1 nm
Les valeurs 100 nm, 200nm et 400 nm correspondent au diameétre des pores des filtres
utilisés lors de I’extrusion.
Par la suite, les différents types de LUVs seront nommés LUVs 100 nm, LUVs 170 nm et
LUVs 280 nm pour des LUVs de taille «théorique» 100 nm, 200 nm et 400 nm
respectivement. La taille « théorique » étant définie comme celle des pores des filtres

utilisés lors de I’extrusion.

D — ANALYSES SPECTROSCOPIQUES

I - Dichroisme Circulaire

» Expériences réalisées en présence de Tm

Les expériences de dichroisme circulaire sont réalisées sur un spectropolarimétre
Jasco J-810, dans des cuves en quartz de trajet optique 1 mm dans I’UV lointain et 10 mm
dans I’UV proche. La concentration de Tm est de 0,5 uM pour les spectres effectués dans
I’UV lointain et de 4 uM pour les expériences réalisées dans I’UV proche. Pour les
expériences de CD, le tampon utilisé est un tampon Ci/NaCi, NaP 5 mM au pH souhaité.
Un surfactant fluoré, le CSFTAC (Breyton et al., 2004), est utilisé dans les gammes de pH
ou la protéine n’est pas soluble. La concentration du C8FTAC (produit fourni par le
Laboratoire de Chimie Bio-organique et des Systémes Moléculaires Vectoriels de la
faculté des sciences d’Avignon) est comprise entre 0,15 mM et 0,3 mM (soit 5 et 10 fois sa

cmc) dans I’UV lointain et I'UV proche respectivement. En présence de vésicules
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lipidiques, les ratios molaires Lipides/Protéines (L/P) utilisés sont de 500. La composition

des vésicules lipidiques est EPC/EPA 9:1.

C,F,,CH,CH,— S —(CH,CH}—H
co

/

NH

OoH o4 ©OH

Figure 36 : Formule du C8FTAC. Ce détergent fluoré a la propriété de respecter l’intégrité des
membranes lipidiques.

Pour les expériences réalisées dans L’UV lointain, chaque spectre obtenu est la
moyenne de 15 enregistrements & une vitesse de 100 nm.min™ avec un pas de 1 nm. La
région du spectre utilisée est entre 195 nm et 250 nm.

Pour les spectres effectués dans 1’UV proche, chacun est la moyenne de 40
accumulations 4 une vitesse de 50 nm.min"', avec un pas de 0,5 nm. La région du spectre
utilisée va de 250 nm a 320 nm.

Le signal obtenu est I’ellipticité (8) exprimée en millidegrés (mdeg). Les spectres
sont présentés en ellipticité molaire par résidu ([6] en deg.cm”.dmol™) en fonction de la
longueur d’onde, ce qui permet de comparer les différents spectres : [8] = 0,1.8/(C.N.1)
avec « C » la concentration de protéine en mol.L™, « 1 » le trajet optique en cm et « N » le

nombre de résidus du polypeptide.

» Expériences réalisées en présence de I’apomyoglobine

Les spectres sont enregistrés sur un spectropolarimétre Jasco J-810. Chaque spectre
enregistré dans ’'UV lointain est la moyenne de 30 accumulations entre 190 et 250 nm a
une vitesse de 50 nm.min"' avec un pas de 1 nm. Le trajet optique de la cuve en quartz est
de 1 mm. La concentration en aMb est de 2,5 pM. Lorsque les spectres sont enregistrés en

présence de LUVs anioniques (EPC/EPA), le ratio molaire L/P est de 300.
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II - Fluorescence

11.1 - Fluorescence du Tryptophane

» Expériences réalisées avec Tm

La fluorescence du tryptophane est sensible a son environnement. Ainsi lorsqu’un
Trp est exposé a un environnement polaire, sa longueur d’onde maximale d’émission de
fluorescence (Amax) sera située aux alentours de 350 nm; mais lorsque son environnement
est apolaire cette valeur est déplacée vers des longueurs d’onde plus courtes et peut
atteindre 330 nm.

Les expériences de fluorescence du tryptophane sont réalisées sur un fluorimetre
Jasco FP-6500 dans une cuve en quartz de 10 mm de trajet optique. Les spectres sont la
moyenne de 3 accumulations. La longueur d’onde d’excitation est fixée a 292 nm. Les
bandes passantes sont de 3 nm en excitation et en émission. La vitesse est 125 nm.min™" et
le temps de réponse est de 1 s. Lors de ces expériences la concentration finale de Tm est de
0,5 uM dans un tampon Ci/NaCi, NaP 10 mM au pH souhaité en présence de CS8FTAC
0,15 mM de LUVs 170 nm EPC/EPA (9 :1) a un ratio molaire L/P 500.

» Expériences réalisées avec I’apomyoglobine

Dans le cas de I’apomyoglobine, les expériences de fluorescence du Trp sont
effectuées sur un fluorimetre Jasco FP-6500 dans une cuve de 10 mm de trajet optique. Les
bandes passantes en excitation et en émission sont de 3 nm. La longueur d’onde
d’excitation est de 280 nm. Les spectres sont la moyenne de 3 accumulations. Le pas de
temps utilis¢ est de 1nm et la vitesse de 125nmmin'. La concentration de
I’apomyoglobine est de 1 uM et le ratio molaire Lipide/Protéine égal a 300. Le tampon

utilisé est un tampon Ci/NaCi 4 mM, 50 mM NaCl ou 150 mM NacCl.
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11.2 - Quenching de fluorescence par les lipides bromés

Le brome est un « quencher » de la fluorescence du tryptophane. Il agit a courte
distance, soit ~1 nm. Lorsque un tryptophane est situé¢ a proximité d’un atome de brome,
I’intensité de fluorescence va donc diminuer.

Lors des expériences d’extinction de fluorescence du tryptophane par le brome, des
lipides bromés sont introduits dans les vésicules lipidiques anioniques. Les bromes sont

situés aux positions 9 et 10 sur les chaines aliphatiques.

[l
/\“(\oﬂ-rwo\/\ N+/
— s

BrBr (o)

Figure 37 : Représentation d’un lipide bromé sur les Carbone 9 et 10 de la chaine aliphatique.
1-Palmitoyl-2-Stearoyl(9-10)dibromo-sn-Glycero-3-Phosphocholine (9-10BR)-PC

Les vésicules lipidiques sont composées de EPC/EPA/(9-10BR)-PC aux ratios
molaires suivants : 7 :1:2 et 5:1:4. Elles sont préparées a une concentration finale de
20 mM en lipides totaux. Les spectres de fluorescence sont réalisés sur un fluorimétre
Photon International Technology QM-4/2005 SE a température ambiante dans une cuve en
quartz de 10 mm de trajet optique d’un volume de 50 pL. Les spectres sont réalisés entre
320 et 360 nm. La longueur d’onde d’excitation est de 292 nm et une bande passante de
3 nm en excitation et de Snm en émission sont utilisées, le temps de réponse est 1 s.
Chaque spectre est la moyenne de 8 accumulations. Les intensités de fluorescence a
350 nm obtenus sont rapportés a l’intensité de fluorescence obtenue dans les mémes
conditions en présence de vésicules lipidiques EPC/EPA. Les expériences sont réalisées a
un ratio molaire L/P 500 et & une concentration finale en protéine de 1 uM, dans un
volume final de 100 pL. Les lipides sont pré-incubés dans le tampon Ci/NaCi, NaP 10 mM
au pH souhaité pendant 30 min a température ambiante. La protéine est ensuite ajoutée et
le mélange est incubé 2 h a température ambiante avant la mesure. Afin de déterminer
I’implication de liaisons de type électrostatique en la protéine et la bicouche lipidique, du
NaCl, a une concentration finale de 200 mM est ensuite ajouté. Le mélange est incubé sur
la nuit & température ambiante. L’augmentation de I’intensité de fluorescence mesurée
dans les mémes conditions que précédemment indique dans ce cas une inhibition de

I’interaction protéine-membrane en présence de sels. Cela indique 1’implication
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d’interaction de type électrostatique dans la liaison entre la protéine et la bicouche

lipidique.

11.3 - Expériences de perméabilisation de vésicules lipidiques

» Expériences réalisées avec Tm

Le but de ces expériences est d’étudier la déstabilisation des bicouches de vésicules
lipidiques due a la liaison et/ou I’insertion de la protéine dans la bicouche. La
perméabilisation des vésicules lipidiques peut étre due a une déstabilisation de la bicouche,
a la formation de canaux au travers de la bicouche par exemple. Le suivi de la
perméabilisation se fait grace a un fluorochrome : la sulforhodamine B que 1’on encapsule
dans les vésicules lipidiques a une concentration telle (50 mM) qu’il y a auto-extinction de
sa fluorescence. Lorsque la bicouche lipidique est perméabilisée, la sulforhodamine B est
libérée dans le tampon aqueux. Elle est alors diluée et fluoresce a nouveau. L’évolution de
I’intensité de fluorescence de la sulforhodamine B est suivie en fonction du temps (Fig.38).
Elle permet d’accéder a la vitesse initiale de perméabilisation (Vo) ainsi qu’au taux de

perméabilisation des vésicules lipidiques par la protéine.

Ajout
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Figure 38 : Exemple de signal obtenu lors des expériences perméabilisation de vésicules
lipidiques chargées en sulforhodamine B.

On peut calculer a partir du signal obtenu la vitesse initiale de perméabilisation des
vésicules lipidiques aprés ajout de protéine, ainsi que le taux de perméabilisation des

vésicules lipidiques.
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Les expériences sont réalisées sur un fluorimetre Jasco FP-6500 dans une cuve en
quartz de 10mm de trajet optique et sous agitation. La longueur d’onde d’excitation est de
565 nm et la longueur d’onde d’émission 586 nm. Les bandes passantes en excitation sont
de 3 nm et sont de 5 nm en émission. Le temps de réponse est de 1 s par nm. Les cinétiques
se font a température ambiante. Au bout de 150 s, la protéine est ajoutée dans la cuve. En
fin de cinétique 60 pL de Triton X100 a 10% sont ajoutés pour lyser les vésicules
lipidiques.

Les vésicules lipidiques utilisées sont de tailles différentes : SUV, et LUV de 100
nm, 170 nm et 280 nm de diameétre. Elles sont composées de EPC/EPA 9:1 et le ratio
molaire L/P utilis¢ est de 5000 pour Tm et DT (pour la préparation des vésicules lipidiques
chargées en sulforhodamine B voir le paragraphe préparation des vésicules lipidiques). La
concentration finale est de 20 uM de lipides dans un tampon Ci/NaCi, NaP 10 mM, 50 mM
NaCl au pH souhaité.

» Expériences réalisées avec I’apomyoglobine

Ces expériences sont basées sur le méme principe que celles réalisées en présence de Tm.
Dans ce cas, un fluorophore, la pyranine (ref : H348, Molecular Probes) est encapsulé dans
les vésicules lipidiques. Un « quencher » de la fluorescence de la pyranine, le DPX (p-
xylen-bis-myridinium bromide, ref: X1525, Molecular Probes) est ajouté au tampon. Ainsi
lors de la perméabilisation des vésicules lipidiques par I’aMb, I’intensité de fluorescence

de la pyranine va diminuer. Le principe de I’expérience est schématisé dans la Figure 39.
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[ ( perméabilisation de vésicules
' " 0 § N . 8 lipidiques utilisée dans le cas de I’aMb.
i A " 0 La pyranine est représentée en rose, le
' DPX en bleu et I'aMb en rouge.
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- o——
Time Time
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La préparation des LUVs chargées en pyranine est effectuée selon le méme
protocole que celui de la préparation des LUVs chargées en sulforhodamine B (§C.IL.3). La
concentration en pyranine a l’intérieur des vésicules lipidiques est de 0,2 mM. La
concentration finale en DPX est de 20 mM. Les expériences sont effectuées dans un
tampon Ci/NaCi 4 mM, 50 mM NaCl ou 150 mM NaCl. La concentration finale en aMb
est de 1 uM. Le ratio molaire L/P est de 350 pour ’aMb en présence de LUVs EPC/EPA
(9 :1) et 400 lorsque des LUVs EPC sont utilisées. Les expériences sont effectuées sur un
fluorimétre Jasco FP-6500 dans des cuves en quartz de 10 mm de trajet optique et sous
agitation. La longueur d’onde d’excitation est de 405 nm et la longueur d’onde d’émission
511 nm. Les bandes passantes sont de 1 nm et de 3 nm en excitation et en émission

respectivement. Le temps de réponse est de 1 s.

11.4 - Expériences de FRET Tryptophane/Dansyl-DHPE

Ces expériences visent a observer la proximité entre une protéine et la bicouche
lipidique. Les vésicules lipidiques utilisées sont de tailles différentes. Leur composition est

EPC/EPA/Dansyl-DHPE (9:1:0,5) ou EPC/ Dansyl-DHPE (10 :0,5).
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Figure 40: Formule semi développée du Dansyl-DHPE (N-(5-dimethylmaminonaphtalene-1-
sulfonyl)-1-2dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine triethylammonium salt) (D57,
Molecular Probes)

Le spectre d’émission de fluorescence du donneur (tryptophanes) recouvre le
spectre d’excitation de 1’accepteur. Ainsi, le donneur peut transmettre par résonance une
partie de son énergie d’excitation a D’accepteur. Cela aura pour conséquence la
fluorescence de ce dernier. Plus le transfert d’énergie entre donneur et accepteur sera
efficace plus I’accepteur émettra de photons de fluorescence. Cependant, il est important
de noter que Iefficacité du transfert de fluorescence est proportionnelle 4 1/R®, avec R la

distance Donneur-Accepteur.

&9



Fluorescence (u.a.)

Matériel et Méthodes

La Figure 41 montre un exemple de signaux de fluorescence obtenus a pH 7 et
pH 3.,8. L’intensité¢ de fluorescence est mesurée en fonction du temps a une longueur
d’onde fixe qui correspond a la longueur d’onde maximale d’émission de fluorescence de
I’accepteur (520 nm dans ce cas). La longueur d’onde d’excitation utilisée est celle qui
convient pour le donneur, dans le cas présent le tryptophane (292 nm dans notre protocole

expérimental).

i . pH 3.8
Ajout de Protéine
/ Figure 41: Exemple de signal de

fluorescence obtenu lors des expériences
de FRET. L’intensité de fluorescence de
l’accepteur (Dansyl-DHPE) est mesurée
F, : en fonction du temps avant (Fy) et aprés
ajout de la protéine. La fluorescence F au

w plateau est utilisée pour quantifier le
.. s o . FRET.
R pH70

0 200 400 600 800

Temps (s)

Dans un premier temps, I'intensité de fluorescence des vésicules lipidiques est
mesurée, elle est appelée Fy. La protéine est ensuite ajoutée et I’intensité de fluorescence
mesurée jusqu’a ce qu’elle atteigne un plateau indiquant que le transfert de fluorescence
est maximal dans les conditions testées. L’intensité de fluorescence au plateau (F) est
utilisée pour quantifier le transfert d’énergie. L’utilisation du ratio F/Fy permet la
comparaison des résultats de FRET obtenus dans les différentes conditions expérimentales.
Lorsque la valeur de F/Fgest égale a 1, il n’y a pas de transfert entre donneur et accepteur.
Plus la valeur de ce ratio est élevée et plus le FRET est efficace.

Les expériences sont réalisées dans un volume final de 2 mL, la concentration
finale en protéine est de 0,1 uM et la concentration finale en vésicules lipidiques de 10 uM
(ratio molaire L/P 100). Les vésicules lipidiques sont incubées a température ambiante 30
min dans le tampon Ci/NaCi, NaP 10 mM au pH souhaité. Les mesures de fluorescence
sont effectuées sur un fluorimetre Photon Technology International QM-4/2005 SE dans
une cuve en quartz de trajet optique 1 cm. La longueur d’excitation est de 292 nm et la

longueur d’onde d’émission 520 nm. Les bandes passantes en excitation et en émission

90



Matériel et Méthodes

sont de 3 nm. Le ratio F/F, représente donc le rapport entre les intensités de fluorescence
du Dansyl-DHPE au plateau de fluorescence apres ajout de protéine (F) et avant ajout de

protéine (Fo).

11.5 -Expériences de partition suivies par centrifugation

Le principe de ces expériences est décrit dans la Figure 42. L’intensité¢ de fluorescence de
I’aMb seule en solution (Fp) a 330 nm est mesurée. L’aMb (1 uM final) dans un tampon
Ci/NaCi 4 mM, 50 mM NaCl ou 150 mM NaCl, est ensuite laissée a incubée 2 a
température ambiante avec des LUVs anioniques (EPC/EPA/NBD-PE 9 :1 :0,05) a un ratio
molaire L/P 300. L’intensité de fluorescence de 1’aMb (F;) a 330 nm est mesurée pour
controler que la protéine n’a pas précipitée. Puis le mélange est centrifugé a 265 000 g
dans une centrifugeuse Beckman L-70 avec un rotor Ti 70.1 pendant 1h30 a 4°C. Suite a
cette étape de centrifugation, les LUVs sont retrouvés dans le culot amenant avec eux la

protéine liée. Seule la protéine non liée reste dans le surnageant.
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Figure 42 : Protocole de I’expérience de partition suivie par centrifugation.
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L’efficacité¢ de culottage des LUVs est mesurée grace a la mesure de la fluorescence du
NBD-PE (longueur d’onde d’excitation 464 nm ; spectre d’émission enregistré entre 500 et
600 nm).

La quantité de protéine liée (aMbpoung/aMby) est égale a la différence entre I’intensité de
fluorescence a 330nm de I’aMb avant centrifugation (Fo) corrigée par le facteur de dilution

amenée par I’ajout des LUVs, et celle du surnageant apres centrifugation (F,).

11.6 -Expériences de diffusion de la lumiére

Ces expériences sont réalisées pour ’apomyoglobine (1 pM) en présence de LUVs
anioniques (EPC/EPA, 9 :1) a un ratio molaire L/P 350 et pour le domaine de translocation
de la toxine diphtérique (100 nM) a un ratio molaire L/P 3000. Les tampons utilisés sont
pour ’aMb un tampon Ci/NaCi 4mM, 30mM NaCl ou 150 mM NaCl et pour le domaine
de translocation de la toxine diphtérique un tampon Ci/NaCi 5 mM. Les expériences sont
réalisées sur un spectrofluorimétre Jasco FP-6500. Les longueurs d’onde d’excitation et

d’émission sont toutes les deux fixées a 600 nm.

E — EXPERIENCES DE PONTAGE AU GLUTARALDEHYDE

Les expériences de pontages au glutaraldéhyde sont réalisées a pH 7 et pH 4. Dans
un premier temps la protéine est solubilisée dans un tampon Ci/NaCi, NaP 5 mM, 0,3 mM
C8FTAC a pH 7 soit dans une solution de LUVs anioniques (EPC/EPA 9 :1) préparée dans
un tampon Ci/NaCi, NaP 5 mM a pH 7 a un ratio molaire final L/P 1000. La protéine
solubilisée en présence de LUVs ou de C8FTAC est ensuite « diluée » dans un tampon
Ci/NaCi, NaP 5 mM a pH 7 ou pH 4 de fagon a obtenir une concentration finale de 0,5 uM
de protéine dans un volume de 140 pL. La réaction de pontage est initiée par ajout de
glutaraldéhyde au pourcentage massique souhaité. Le pourcentage massique final de
glutaraldéhyde utilis¢ est de 0,01% pour les cinétiques effectuées a pH 7 et de 0,025% a
pH4. Le temps «0» correspond a un aliquot prélevé (20 uL) juste aprés ajout de
glutaraldéhyde dans le milieu. L’arrét de la réaction de pontage se fait par ajout d’ Arginine
a 200 mM final et incubation 30 min a température ambiante. Les aliquots sont ensuite
déposés sur un gel SDS-PAGE 8%. La détection de la protéine est réalisée par

immunodétection utilisant un anticorps anti-histidine.
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F — EXPERIENCES D’ECHANGE HYDROGENE/DEUTERIUM

I - Principe général de I’expérience

L’expérience est effectuée a faible force ionique a pH 4 et pH 5,5 pour la protéine
en solution et en présence de LUVs anioniques. Nous avons choisi d’effectuer des
¢changes Deuterium/Hydrogeéne (D/H) pour des raisons pratiques. En effet, le dépdt des
¢chantillons sur la plaque de mesure du spectrométre de masse nécessite 1’utilisation de
solutions hydrogénées. Les hydrogenes présents entraineraient des reéchanges D/H. La
protéine a donc été préalablement deutérée. Les LUVs ont également été préparées dans

des tampons deutérées. Le protocole de I’expérience est schématisé dans la Figure 43.

Protéine de’utérée en solution ou pD4 ou pD5.5
en présence de LUVs

Dilution au dixiéme dans un
tampon hydrogéné

Echange D/H de la minute a I'heure

Ajout de 20% « Quenching » de I’échange a
(v/v) H;PO4 a différents temps par saut de
110mM pH (pH2,2) . i
4 Ajout de Protéase de type
XIII/pepsine en solution
vy dans H,PO, 110mM

Digestion enzymatique dans un

A 4 bain de glace (2min)

Dépot et analyse
MALDI-TOF

v

Analyse LC-MS/MS

A 4
Degré d’hydrogénation de
la protéine

A\ 4

Localisation des fragments peptidiques
Profil d’échange D/H global protégés contre I’échange isotopique

Profil d’échange D/H local

Figure 43 : Protocole de ’expérience d’échange D/H en solution ou en présence de lipides.

Les expériences ont été réalisées en chambre froide (4°C) de facon a ralentir les
vitesses d’échanges isotopiques. La réaction d’échange D/H est précédée par une étape
d’incubation : la protéine deutérée lyophilisée et dissoute dans un tampon deutéré avec ou
sans LUVs anioniques, puis incubée 2 heures a température ambiante. Ces deux conditions

sont testées pour chaque valeur de pD (pD 4 et pD 5,5). Le pD des différentes solutions est
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mesuré sur un pH-metre standardisé¢ avec des solutions hydrogénées. La correspondance
est donnée par I’équation pD = pHpmesure + 0,4 (Glasoe & Long, 1960). La réaction
d’échange D/H est amorcée par dilution du mélange deutéré dans un tampon citrate
hydrogéné a pH 4 ou pH 5,5. L’échange isotopique est stoppé (étape dite de « quenching »)
par saut de pH jusqu’a pH 2,2 a différents temps. A cette valeur de pH, les échanges sont
trés ralentis (Bai et al, 1993). Les échantillons sont congelés rapidement dans 1’azote
liquide apres « quenching » de la réaction et conservés a -20°C avant analyse.

Les cinétiques globales sont analysées par spectrométrie de masse MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight). Bien que peu couramment
utilisée dans ce type d’expériences, 1’analyse de type MALDI est ici justifiée car elle est
compatible avec la présence de lipides dans 1’échantillon.

Les cinétiques globales nous donnent des informations sur la protection de la
protéine entiere lors de son interaction avec les membranes, mais n’apportent aucune
indication quant a la localisation des régions impliquées dans cette interaction, c’est
pourquoi des cinétiques dites locales sont réalisées. Ces derniéres sont accompagnées
d’une digestion enzymatique. L’analyse par spectrométric de masse des fragments
peptidiques obtenus permettra de déterminer leur implication dans I’interaction de la
protéine avec la membrane grace a leur profil de protection contre les échanges
isotopiques.

Pour les cinétiques locales, les échantillons sont rapidement décongelés puis les
digestions peptidiques (pepsine/protéase de type XIII) sont effectuées dans un bain de
glace de fagon a limiter les reéchanges a pH 2,2. L’analyse des fragments peptidiques est
effectuée par LC-MS/MS en utilisant une source d’ionisation de type electrospray (ESI).
Le séquencage des peptides issus de ces digestions a été réalisé au préalable de fagon a

pouvoir identifier chaque peptide.

I1 - Deutération de ’apomyoglobine

L’apomyoglobine utilisée dans ces expériences a été produite précédemment au
laboratoire. Le protocole suivi est ce lui décrit dans I’article de Weisbuch et al., 2005.
L’apomyoglobine hydrogénée lyophilisée est dissoute dans du D,O pur a pD 7 a une

concentration finale de 50 pM. Aprés une incubation sur la nuit a température ambiante, la
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solution est lyophilisée puis la protéine est a nouveau dissoute dans du D,O pur a pD 7.

Trois cycles successifs sont réalisés.

I1I - Incubation

L’incubation de la protéine seule et en présence de LUVs anioniques est réalisée a
température ambiante a pD 4 et pD 5,5. Les pH effectivement mesurés sur le pH-métre
sont pH 3,6 et pH 5,1 respectivement de fagon a correspondre aux pDs souhaités. La
protéine deutérée et lyophilisée est resuspendue dans un tampon Citrate 4 mM, 30 mM
NaCl deutéré en absence et en présence de LUVs anioniques (EPC/EPA (9 :1)) a un ratio
molaire L/P 300. La concentration finale de la protéine est de 26 uM et celle des lipides
7,8 mM. Dans ces conditions, la totalité¢ de la protéine est li€ée aux membranes (Vernier et

al., 2007). L’incubation dure 2 h a température ambiante.

IV - Cinétiques d’échange D/H

Les cinétiques sont réalisées en chambre froide. Elles sont initiées lors de la
dilution au dixiéme dans un tampon citrate 4 mM, NaCl 30 mM pH4 ou pHS5,5
hydrogéné. A chaque temps, allant de la minute a plusieurs heures, 80uL sont prélevés et
mélangés rapidement a 20 pL de H3PO4 110 mM et immédiatement congelés dans 1’azote

liquide. Les échantillons sont ensuite conservés a -20°C avant analyse.

V_- Digestion enzymatique

Les digestions enzymatiques consécutives aux échanges D/H sont effectuées dans
un bain de glace a 0°C. Les protéases utilisées sont la pepsine et la protéase de type XII
d’Aspergillus saitoi (Sigma-Aldrich). Ces protéases sont assez peu spécifiques mais il a été
montré qu’elles présentent une bonne reproductibilité de coupure sur les protéines de haut
poids moléculaires (Cravello et al., 2003). Ces deux enzymes sont actives a pH 2,2 et basse
température quand les échanges isotopiques sont ralentis.

Les solutions de protéases sont préparées dans H;PO4 110 mM et leur concentration
finale est 1,7 mg.mL" pour la pepsine et 16 mg.mL™" pour la protéase de type XIII. Elles

sont également refroidies avant digestion enzymatique. La digestion enzymatique de
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I’apomyoglobine dure 2 min. Elle est effectuée a pH 2,2 et les ratios protéase/protéine sont

1/1 (w/w) pour la pepsine et 15/1 pour la protéase de type XIII.

VI - Séparation des peptides par HPLC

Afin de limiter les échanges H/D lors de la séparation, le systéme est refroidi a 0°C
dans un bain de glace.

Les peptides issus des digestions peptidiques sont chargés sur une colonne
MacroTrap (Michrom Bioresources, Auburn, CA) et dessalés par lavage de la colonne avec
la solution HPLC A (0,03% (v/v) acide trifluoroacétique dans 1’eau). Puis les peptide sont
¢lués sur une colonne en phase inverse (C18) (1 mm x 100 mm ; Interchrom), cela permet
¢galement de séparer les peptides des lipides. La séparation se fait par un gradient linéaire
allant de 15% a 40% (v/v) de solution B (95% acétonitrile, 0,03% acide trifluoroacétique
(v/v)) en 20min et suivi d’une étape dans laquelle le gradient passe de 40% a 45% de
solution B en 5min. Le débit sur la colonne est de 50 uL.min". La colonne est

préalablement équilibrée avec 15% (v/v) de solution B.

VII - Analyses par spectrométrie de masse

VII.1 Principe

La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet de transformer
des molécules neutres en ions gazeux afin de déterminer leur masse moléculaire en
analysant leur rapport masse/charge (m/z). Tous les spectrométres de masse possédent trois
parties disctinctes : la source d’ionisation, ’analyseur et le détecteur. La source
d’ionisation permet d’ioniser les molécules a analyser. Les ions sont ensuite séparés dans
I’analyseur selon leur rapport m/z puis un détecteur mesure les quantités respectives des

ions séparés.

VIIL.2 Analyse par MALDI-TOF

Un spectromeétre de masse de type MALDI-TOF a été utilisé pour 1’analyse des cinétiques

d’échanges D/H globales. L’intérét majeur de I’utilisation du MALDI est que la majorité
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des ions produits sont monochargés. C’est un avantage non négligeable pour I’analyse de
peptides complexes. De plus, cette technique présente 1’avantage d’étre compatible avec la
présence de sels, de détergents, tampons. Ce qui évite une étape de dessalage avant
analyse. La rapidit¢é de la mesure est également un avantage considérable pour les
expériences d’échanges H/D. Enfin, la concentration de matériel protéique nécessaire est
assez faible (~10 pmoles.pL™).

Les cinétiques globales sont analysées par MALDI-TOF. Les échantillons
précédemment congelés lors des expériences sont décongelés un par un a température
ambiante. 0,5 pL de I’échantillon est déposé sur la plaque métallique et mélangé avec
0,5 uL d’acide sinapinique (matrice). Le séchage du mélange ainsi obtenu est réalisé sous
flux d’azote afin d’accélérer la co-cristallisation de I’échantillon et de la matrice, afin de
limiter les échanges H/D entre les deux solutions. L’analyse est ensuite effectuée sur un
spectrometre de masse MALDI-TOF Voyager Elite (Applied Biosystems). Les spectres
sont obtenus en mode linéaire sur une gamme de masse de 8000 a 20 000 Da avec

utilisation d’une calibration externe.

VII.3 Analyse par Spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

Lors d’analyse par spectrométrie de masse en tandem, les ions (ou peptides issus de
digestion enzymatique) sont tout d’abord séparés selon leur rapport m/z au niveau du
premier analyseur. Les ions ayant un méme rapport m/z, dits ions parents, entrent ensuite
dans une chambre de collision dans laquelle ils sont fragmentés en ions fils. C’est au
niveau du deuxiéme analyseur que les ions fils sont séparés.

Ce type d’analyse a été utilisé pour I’identification des fragments peptidiques issus
des digestions enzymatiques lors de la cartographie de I’apomyoglobine et des cinétiques
d’échanges D/H locales. Elles ont été effectuées sur un spectrométre de masse utilisant une
source d’ionisation electrospray (ESI) et un analyseur de type piége a ions (trappe ionique).
Ce type d’analyse permet d’avoir une plus grande précision dans la détermination de la
masse des fragments peptidiques. Il nécessite cependant de séparer au préalable les lipides
des peptides et ne tolére pas les sels contrairement au MALDI. Ainsi, aprés digestion
enzymatique (cf. §II1.V), dessalage et séparation (cf. §III.VI), les fragments peptidiques
sont analysés par spectrométrie de masse en tandem Le systéme HPLC est directement
couplé a la source d’ionisation electrospray du spectrométre. Les analyses sont effectuées

sur un spectrometre a trappe ionique (Esquire 3000+, Bruker Daltonics).
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Le mécanisme d’action des toxines bactériennes de type AB comprend
généralement un passage par le compartiment endosomal. Par conséquent l'interaction de
ces toxines, en particulier leur domaine de translocation, est sensible au pH. D'autre part, le
domaine de translocation devient fonctionnel a pH acide, c.a.d. a l'intérieur des endosomes
tardifs. A ce stade, deux types de comportement peuvent étre distingués: 1) Le domaine de
translocation adopte un état partiellement replié apte a interagir avec la membrane, 2) 1'état
fonctionnel correspond a la formation d'une protéine transmembranaire résultant de
l'oligomérisation du domaine. Dans ce dernier cas, 1'oligomérisation est rendue possible par
un changement de conformation local.

Le passage par un état partiellement replié capable d’interagir avec la bicouche
lipidique est le mécanisme d’action adopté par la toxine diphtérique. Ainsi, avec
’acidification du pH, le domaine de translocation subit des changements conformationnels
conduisant a un état sans structure tertiaire stable mais avec des structures secondaires
similaires a celles de 1'état natif, cet état est appelé le "globule fondu" ou encore le
« molten-globule ». Cette derniére appellation sera utilisée dans la suite du manuscrit. Le
domaine de translocation de la toxine diphtérique expose alors au solvant ses hélices
hydrophobes. Ces dernicres vont interagir avec les membranes et permettre le passage du
domaine catalytique dans le cytosol de la cellule cible ou il exercera son activité 1étale.

Une autre possibilité réside en 1’oligomérisation de la partie B de ce type de toxine.
C’est le cas de I’anthrax et de la toxine pertussique par exemple. La toxine pertussique est
dite ABs. Il est supposé que lors de son entrée dans la cellule, la chalne A est clivée en
deux chaines reliées par un pont disulfure dont I’'une porte I’activité enzymatique de la
toxine et la seconde assure la liaison avec la partie B de la toxine. Le composant B se
présente sous forme d’un pentamére et assure la fonction de liaison au récepteur mais
¢galement la translocation du domaine portant I’activit¢ enzymatique de la toxine. Le
pentamére forme un pore a travers la bicouche lipidique. Dans le cas de I’anthrax, les
composants A et B sont synthétisés séparément. Dans ce cas, la partie B forme un
heptamére et forme un pore a travers la bicouche lipidique. Ce n’est que lorsque

I’oligomére est formé que I’interaction avec le composant A a lieu.

A ce jour, le mécanisme d’intoxication de la toxine botulique est peu caractérisé et
le mode d'action du domaine de translocation n'est pas connu. Il est généralement accepté
que la toxine passe par le compartiment endosomal. De récentes études indiquent que lors

de I’étape de la translocation un pore se forme au travers des membranes des endosomes.
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Cette étude comporte plusieurs objectifs: sensibilit¢é au pH des interactions du
domaine de translocation avec les membranes, caractériser les changements de structure
impliqués, observer l'état fonctionnel du domaine et mettre en évidence les facteur
environnementaux ayant un effet sur sa fonction. Il s'agira notamment de déterminer si
l'insertion du domaine de translocation passe par un état partiellement replié comme la
toxine diphtérique ou par une oligomérisation comme l'anthrax. Pour ce faire, le domaine
de translocation sera obtenu par expression hétérologue dans E. Coli et des vésicules

lipidiques seront utilisées comme modeles de membrane.
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A - BIOLOGIE MOLECULAIRE

I - Stratégie initiale

La stratégie initiale a été de cloner dans un vecteur pQES81], la séquence codant
pour les domaines catalytique et de translocation de BoNT/A extraite du génome de
Clostridium botulinum par PCR (Fig. 44). Notre but étant a terme d’étudier le
comportement en solution et en présence de vésicules lipidiques du domaine de
translocation, seul dans un premier temps puis associ¢ au domaine catalytique (C+T) dans

un deuxiéme temps.

N-ter C-ter
1 437 448 872 1295
Domaine Catalytique Domaine de Domaine de Liaison
) ~_ Translocation au Récepteur
Chaine Légere Chaine Lourde
(Fragment A) (Fragment B)

Figure 44 : Les trois domaines fonctionnels de BoNT/A. Aprés clivage protéolytique, la toxine
botulique est dite « active ». Elle est alors constituée de deux chaines polypeptidiques reliées par
un pont disulfure. La chaine légere est constituée du domaine catalytique dont la masse est de
50 kDa et la chaine lourde est composée du domaine de liaison au récepteur et du domaine de
translocation de masse moléculaire 50 kDa. La chaine légére correspond au fragment A et la
chaine lourde au fragment B dans la nomenclature des toxines bactériennes a activité
intracellulaire.

Trois constructions ont été prévues pour le domaine de translocation. Elles sont
nommées Ts, Tm et Tl pour "Translocation" « short », « medium » et « large » (Fig. 45).
La protéine recombinante Tm correspond au domaine de translocation de la toxine active
(454-877), Tl au domaine de translocation avant clivage protéolytique entre les domaines
catalytique et de translocation (418-877) et Ts est le domaine de translocation de la toxine
amputé de la boucle qui enserre le domaine catalytique (547-877). 1l est a noter que les
protéines recombinantes envisagées, notamment Tm, ne correspondent pas exactement au
domaine de translocation de la toxine entiére, en terme de longueur et de « bornes » entre
les différents domaines (Fig. 1 et Fig. 2). Ce choix est fait pour respecter au mieux

I’intégrité des structures secondaires présentes dans les zones « charnicres » entre les
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domaines, espérant ainsi obtenir un gain de stabilit¢ structurale de la protéine
recombinante. La production d'une protéine recombinante dans laquelle les domaine de
translocation et catalytique sont associ€s est aussi envisagée.

L’intérét de I’étude des variants Ts et Tl du domaine de translocation est d’une part
de déterminer si la boucle entourant le domaine catalytique joue un role dans la
translocation (étude menée sur Ts). D’autre part, le feuillet B présent seulement dans la
protéine recombinante Tl pourrait éventuellement agir comme un verrou dont
« ’ouverture » contrdlerait les éventuels changements conformationnels nécessaires a
’interaction de la protéine avec les membranes.

Comme dans le cas des autres toxines AB, il est trés probable que les différents
domaines de la toxine botulique correspondent a des modules structuraux et fonctionnels
indépendants (cf "Introduction"). D'apres la structure obtenue par cristallographie, les trois
domaines de BoNT/A sont des unités structurales indépendantes. Il semble donc

raisonnable d'étudier le domaine de translocation indépendamment du reste de la toxine.

Le point de départ des expériences de biologie moléculaire a été ’article de Lacy et
Stevens publié en 1997. Les auteurs avaient réussi a cloner la séquence codant pour le
domaine de translocation de BoNT/A a partir de ’ADN génomique et a le produire sous
forme de protéine recombinante dans E. coli malgré le fort taux de codons rares pour une
expression dans ce systéme bactérien. Ils avaient également caractéris¢ la protéine
recombinante en solution et effectué¢ des expériences préliminaires de cristallisation. Cela

laissait supposer de la faisabilité du projet.

I1 - Clonage de la séquence codant pour les domaines de translocation et

catalyvtique de la toxine botulique

Le génome de la souche Hall de Clostridium botulinum nous a été fourni par
Michel Popoff de I'institut Pasteur. C’est a partir de ce génome que la séquence codant
pour les domaines C+T a ¢été extraite par PCR. Le fragment a ensuite été cloné dans un
vecteur pQES811. Ce type de vecteur posseéde une séquence codant pour une étiquette 6-
histidines qui se trouvera en 5’ de l’insert. Ainsi, lors de son expression, la protéine
recombinante possedera une étiquette 6-histidine qui facilitera sa purification. Et il est

inductible par 'IPTG.
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A
Hisg| Sphl : Pstl | Stop
5 Domaines C+T 877
B
Hisg| Sphl Domaine T: Tl Pstl | Stop
418 877

Hisg| Sphl Domaine T: Tm Pstl | Stop
454 877

Hisg| Sphl| Domaine T: Ts | Pstl | Stop
547 877

Figure 45 : Les différentes constructions prévues. A Le produit de la PCR contient la séquence
codant pour les domaines C+T, ce qui correspond dans la toxine entiére aux acides aminés 2 a
877. L’insert est cloné dans le vecteur pQES811 en utilisant les enzymes de restriction Sphl et Pstl.
Le vecteur posséde une séquence codant pour une étiquette 6-histidines en 5° de l’insert. Cette
étiquette sera utilisée lors de la purification. B les différentes constructions codant pour les trois
formes de protéines recombinantes du domaine de translocation : Tl (acide aminé 418 a 877 dans
la toxine entiére), Tm (acide aminé 454 a 877) et Ts (acide aminé 547 a 877). Les trois produits de
PCR correspondant a ces trois constructions sont également clonés dans un vecteur pQESI! en
utilisant les enzymes de restriction Sphl et Pstl. De méme, une séquence codant pour une étiquette
6-histidine est présente en amont de l’insert, sur le vecteur.

11.1 - Mutations

L’insert contient une séquence analogue a la séquence de Shine-Dalgarno. Nous
I’avons mutée afin d’éviter des départs illégitimes de traduction lors de la production de la
protéine, qui pourraient conduire a la syntheése d’une protéine tronquée (Fig. 46). Nous
avons également tent¢ de muter le codon codant pour la cystéine 791 en codon

correspondant a une sérine, mais sans succes a ce stade.
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597 598 599 600 601602 791 875 876

atg aga...gc|t acg gag gcagct atg....tgc.....act tct
Met Arg Cys Thr Ser

o

Shine-Dalgarno

Ser
G ACC GAA GCG AGC

Figure 46 : Mutagenése dirigée. La mutagenése dirigée est utilisée pour introduire une mutation
silencieuse dans une séquence analogue a la séquence de Shine-Dalgarno. Ainsi que pour
substituer une Sérine a une Cystéine en position 791 (numérotation pour la protéine entiére). Les
numéros indiquent la numérotation des acides aminés correspondant. Cette numérotation est celle
de la toxine entiere.

11.2 - Test de production de la protéine recombinante C+T

En paralléle des essais de mutagenese dirigée, un test de production de la protéine
codant pour les domaines catalytique et de translocation est effectué. Des bactéries XL-
IBlue ont été transformées avec le vecteur pQE811 contenant I’insert codant pour C+T.
Malgré de nombreux essais d’optimisation du protocole (température, induction a
différents stades de la croissance bactérienne) nous n’avons pas réussi a produire une
quantité satisfaisante de protéines. De plus, au bout de 15 h d’induction la mesure de la
densité optique a 600 nm indique une diminution de la biomasse, probablement due a une

toxicité du produit.

I1I - Recours a Putilisation d’un géne de synthése

Ces difficultés nous ont conduit a recourir a un géne de synthése codant pour les
résidus N418 a S877 de la BoNT/A. Ce gene de synthése code pour la protéine nommée
Tl. Le geéne est cloné dans un vecteur pQE81l, comme prévu dans la stratégie initiale
(Fig. 45B). C’est a partir de ce géne de synthése que seront effectuées les étapes
nécessaires au clonage dans un vecteur pQE811 des séquences codant pour Tm et Ts
(Fig. 45B).

Dans ce geéne de synthese plus de 50% des bases ont été modifiées par rapport a la
séquence sauvage dans le but d’obtenir des codons fréquemment utilisés chez E. coli. Sur
ce gene la séquence codant pour la cystéine 791 a été mutée de facon a coder pour une
sérine. La séquence analogue a une séquence de Shine Dalgarno est également modifiée.

Toutes les étapes de biologie moléculaire nécessaires a 1’obtention des constructions
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codant pour TL, Tm et Ts ont été effectuées au sein du laboratoire de Daniel Gillet du CEA-
Saclay. Les protocoles de production et de purification ont également été mis au point dans

ce laboratoire.

IV - Production et purification

IV.1 - Production et extraction des protéines

La production des protéines recombinantes est réalisée dans E.coli. La souche
utilisée est XI11-blue. Les productions se font a 37°C sous agitation en présence de 1mM
d’IPTG. Les bactéries sont lysées mécaniquement. Le lysat est ensuite centrifugé pour
séparer la fraction soluble des corps d’inclusion. Les protéines sont retrouvées dans les
corps d’inclusion d’ou elles sont extraites grace a un tampon contenant 8 M urée. L urée
permet de dénaturer les protéines agrégées dans les corps d’inclusion. Cette étape est un

préliminaire indispensable a la purification des protéines recombinantes.

1V.2 - Purification des protéines recombinantes

La purification comporte deux étapes principales de chromatographie qui sont dans

un premier temps une chromatographie d’affinité puis une chromatographie d’exclusion.

*  Chromatographie d’affinité

Dans cette premicre étape la protéine est retenue sur la colonne de chromatographie par
son étiquette "Histidines" puis éluée par une forte concentration d'imidazole (500 mM).
Cette étape est effectuée en présence de 8 M urée. La protéine est donc dénaturée.
L’¢limination de I'urée et de 1’imidazole se fait par trois dialyses successives contre du

tampon NaP 20 mM a pHS8. Ceci permet alors le repliement de la protéine.
*  Chromatographie d’exclusion

Les études biophysiques nécessitant une grande pureté des échantillons étudiés, une

deuxieme étape de chromatographie d'exclusion permet d'éliminer les protéines
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contaminantes. La protéine est ensuite dessalée (remplacement du NaP par du NH4HCO3)

puis lyophilisée. Les protéines ainsi obtenues sont conservées a 4°C avant utilisation.
Dans ce manuscrit ne seront présentés que les résultats obtenus avec la protéine

recombinante Tm avec laquelle 1I’étude a commencé et est, a ce jour, le plus avancée. Des

études similaires sont actuellement en cours sur les protéines recombinantes Tl et Ts.
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B - CARACTERISATION DE TM EN SOLUTION ET EN PRESENCE DE
SURFACTANT FLUORE (C8FTAC)

I - Structure et solubilité

1.1 - Structure en solution a pH7

La protéine recombinante Tm a été dénaturée puis repliée au cours de sa
purification. C’est pourquoi il est nécessaire de vérifier qu'elle est correctement repliée a
pH 7 aprés resuspension. Pour ce faire, une analyse par dichroisme circulaire (CD) est
effectuée. Cette technique spectroscopique apporte des renseignements sur les structures
secondaire et tertiaire de la protéine. Les spectres de CD enregistrés dans ’UV lointain
(190 nm-250 nm) donnent des indications sur la structure secondaire et les spectres
obtenus dans I’UV proche (250 nm-320 nm) permettent de mettre en évidence la présence
de structure tertiaire. Les spectres obtenus avec Tm a pH 7 indiquent que sa structure
secondaire est majoritairement en hélice a (Fig. 47A) et qu'elle possede une structure
tertiaire (Fig. 47B). Par conséquent Tm est bien repliée a pH 7 et sa structure secondaire
est corrélée avec celle décrite dans la structure cristallographique de la toxine entiere (Lacy

& Stevens, 1998).
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Figure 47 : Spectres de dichroisme circulaire de Tm en solution a pH7. A Spectre enregistré dans
[’UV lointain. Les minima a 208 nm et 222 nm sont caractéristiques d 'un repliement en hélices o.
La concentration de Tm est de 1 uM. B Spectre enregistré dans [’UV proche. Le minimum aux
alentours de 280 nm indique que la protéine posséde une structure tertiaire dans ces conditions. La
concentration de Tm est de 4 uM.
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1.2 - Solubilité en fonction du pH

Des tests de solubilité de la protéine recombinante Tm en fonction du pH ont été
effectués. La gamme de pH utilisée (pH 8-pH 3) recouvre la gamme de pH retrouvée dans
le compartiment endosomal a partir duquel le domaine catalytique de certaines toxines AB
passe dans le cytosol de la cellule hote grace a I’interaction du domaine de translocation
avec les membranes a pH acide.

Ces tests de solubilité sont réalisés en solubilisant la protéine dans un tampon Ci/P
10mM au pH souhaité. Le rapport des intensités de fluorescence du Trp avant et aprés une
¢tape de centrifugation (13 000 rpm sur une centrifugeuse de paillasse) permet de
déterminer la proportion de protéine solubilisée pour chaque condition de pH. Les résultats

obtenus sont représentés en pourcentage de solubilité en fonction du pH (Fig. 48).
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Figure 48 : Dépendance en pH de la solubilité de Tm seule en solution ou en présence de
0,15mM de C8FTAC. La solubilité est quantifiée par le ratio des intensités de fluorescence du Trp
des solutions de protéines avant et apres centrifugation aux différents pHs. La courbe o représente
les résultats obtenus pour Tm (0,45 uM) seul en solution dans un tampon Ci/P 10 mM. La courbe @
représente la méme expérience réalisée pour Tm (0,45 uM) en présence de 0,15 mM CS8FTAC dans
du tampon Ci/P 10 mM.

Le graphique représenté par les cercles o dans la Figure 48 indique que la protéine
n’est pas complétement soluble dans un tampon aqueux sur une large gamme de pH
comprise entre pH 6 et pH 3. De plus, Tm est complétement insoluble entre pH 5 et
pH 3,6. Cela rend impossible I’étude de la protéine seule en solution en fonction du pH.
Afin de palier a ce probléme, nous avons eu recours a un surfactant fluoré, le CSFTAC

(Fig. 49).
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C,F,;CH,CH,—S —(CH,CH—H
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Figure 49 : Formule du surfactant fluoré C8FTAC.

Le recours au C8FTAC permet la solubilisation de Tm sur la gamme de pH
d'intérét pour notre étude, c.a.d. entre pH 7 et pH 4 (Fig. 48 e). La partie hydrophobe de ce
surfactant est fluorée. Cela a pour conséquence de rendre le surfactant lipophobe. Ainsi, le
C8FTAC ne peut interagir avec les bicouches lipidiques. Par conséquent, il respecte
I’intégrit¢é des membranes lipidiques tout en permettant la solubilisation des protéines
membranaires (Breyton et al.,, 2004 ). 11 est donc possible de reconstituer directement une
protéine membranaire en protéoliposomes ou d’étudier des interactions protéine/membrane
sans avoir a ¢liminer le surfactant au préalable (Palchevskyy et al., 2006).

Ce surfactant est utilisé lors des expériences effectuées avec Tm en absence de vésicules

lipidiques.

1.3 - Structure en fonction du pH en présence CSFTAC

Le dichroisme circulaire est utilisé pour observer si Tm conserve sa structure
tertiaire avec I’acidification du pH (UV proche : 250-320 nm) et pour suivre 1’évolution
des structures secondaires (UV-lointain : 195-250 nm). Tous les spectres sont enregistrés
en présence de surfactant fluoré afin de garantir la solubilité¢ de la protéine entre pH 7 et
pH 4. Les spectres obtenus a pH 7 (Fig. 50) sont semblables a ceux observés pour Tm en
solution (Fig. 47). En conséquence, le surfactant n'a pas d'effet notable sur la structure de
Tm. L'utilisation du C8FTAC a permis d'enregistrer des spectres dans 'UV lointain et dans
I'UV proche pour différents pHs entre pH 7 et pH 4 (Fig. 50). Que ce soit dans 'UV
lointain (structure secondaire) ou dans 'UV proche (structure tertiaire), aucun changement
significatif n'est observé avec l'acidification du pH. Par conséquent la structure de Tm n'est

pas sensible a l'acidification du milieu.
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Figure 50 : Spectres de dichroisme circulaire de Tm en solution en présence de C8FTAC
(0,15 mM), en fonction du pH. A UV-lointain. La concentration de Tm est de 0,5 uM. Les spectres
sont caractéristiques d’une protéine repliée en hélice alpha, avec les minima a 208 nm et 222 nm.
Tm conserve ses structures secondaires méme a pH acide. B UV-proche. La concentration de Tm
est de 4 uM dans ce cas. Les spectres réalisés dans I'UV-proche donnent des informations sur la
Structure tertiaire de la protéine. Pas de variation significative de la structure tertiaire de Tm avec
lacidification du pH. Tm conserve sa structure native a pH acide en présence du surfactant fluoré
C8FTAC.

Le domaine de translocation de la toxine botulique ne subit donc pas de

changement conformationnel majeur détectable par dichroisme circulaire, avec
I’acidification du pH. Cependant, il se peut que la protéine subisse des changements
conformationnels que cette technique spectroscopique ne permet pas de détecter. Il peut
s'agir de changements de structures tres localisés, des modifications de la dynamique
interne de la protéine ou encore de la formation d'une structure quaternaire due a une
oligomérisation. Cependant, a ce stade, il est déja possible de conclure que le domaine de
translocation de la toxine botulique n'adopte pas un état particllement repli¢é comme celui

décrit pour la toxine diphtérique.
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C - CARACTERISATION DU COMPORTEMENT DE TM EN PRESENCE DE
VESICULES LIPIDIQUES

I - Caractérisation de I’interaction de Tm avec la bicouche lipidique

Nous nous sommes ensuite intéressés a la caractérisation de I’interaction de Tm
avec les membranes. Notre premiere approche a consisté a faire varier le pH du milieu lors
de la mise en présence de Tm avec des vésicules lipidiques. Cette approche est assez
classique pour ce type de toxine. En effet, le mécanisme d’internalisation de ce type de
toxine implique souvent un routage par les endosomes. Et c’est I’acidification du pH
endosomal qui provoque des changements conformationnels du domaine de translocation
qui est alors capable d’interagir avec la membrane de 1’endosome et de la perméabiliser
pour permettre la translocation du domaine catalytique dans le cytosol. C’est pourquoi

I’influence du pH dans I’interaction de Tm avec les membranes est étudiée.

Dans un premier temps, des expériences de partition physique de la protéine dans
les membranes suivie par ultracentrifugation ont été réalisées. Ce type d’expérience est
basé sur la séparation par ultracentrifugation des protéines liées aux vésicules de celles
restées en solution. Aprés centrifugation, les protéines liées aux vésicules lipidiques
doivent étre retrouvées dans le culot et les non liées dans le surnageant. Nous avons
employé deux contrdles pour tester la validité de ce protocole expérimental. A la vitesse de
centrifugation considérée, nous avons vérifié (1) que les vésicules lipidiques seules
sédimentent et (2) que la protéine en présence de C8FTAC reste dans le surnageant.
Malgré de nombreux essais d’optimisation du protocole, consistant notamment en la
diminution de la vitesse de centrifugation (de 350 000g a 60 000g) et en des ajouts de
lipides bromés augmentant la densité des vésicules lipidiques, nous n’avons pu obtenir de
résultats permettant de remplir les deux conditions. En effet, dans nos expériences
contrdles, Tm est toujours retrouvée dans le culot aprés centrifugation aux vitesses

nécessaires pour la sédimentation des vésicules.
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» FRET (Forster Resonance Energy Transfer)

La partition suivie par centrifugation n’étant pas applicable dans ce cas, il a fallu
recourir a une méthode moins directe pour mettre en évidence les interactions entre Tm et
les vésicules lipidiques. Nous avons choisi le FRET (Forster Resonance Energy Transfer)
entre les tryptophanes de la protéine et un lipide marqué sur sa téte polaire avec un
fluorophore. Le FRET est une technique qui permet de détecter la proximité entre deux
molécules fluorescentes, dans le cas présent la protéine et plus précisément ses
tryptophanes et le groupement Dansyl greffé sur la téte polaire d’un phospholipide a
éthanolamine (Dansyl-DHPE : N-(5-dimethylmaminonaphtalene- 1 -sulfonyl)-1-

2dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine triethylammonium salt).
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Figure 51 : Evolution du FRET Trp/Dansyl-DHPE en fonction du pH. Tm (0,1 uM) est en
présence de LUVs EPC/EPA/Dansyl-DHPE (9 :1:0,5) a un ratio molaire Lipides/Protéines
L/P 100. F/F est le ratio d’intensités de fluorescence du Dansyl-DHPE apreés ajout de protéine (F)
et avant ajout de la protéine (Fy). Les intensitées de fluorescence sont mesurées a 520 nm.

La Figure 51 montre I’évolution du ratio F/F, en fonction du pH. Fy est I’intensité
de fluorescence des LUVs anioniques (EPC/EPA/Dansyl-DHPE 9 :1 :0,5) de 170 nm de
diameétre, mesurée a 520 nm et F est I'intensité de fluorescence au plateau, apres ajout de
Tm. Le ratio F/F reste constant et ¢gal a 1 entre pH 7 et pH 5,5. Cela indique qu’il n’y a
pas de FRET entre les tryptophanes de Tm et les groupements Dansyl des tétes polaires des
lipides phosphatidyléthanolamine. Pour des valeurs de pH inférieures a 5,5, ’augmentation
du ratio F/Fy indique une proximité entre les tryptophanes de Tm et les groupements

Dansyl. Le ratio atteint un maximum de 1,28 a pH 3,6.
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Le ratio croit avec I’acidification du pH montrant une proximité entre Tm et la
bicouche lipidique plus grande a pH acide. L’interaction de Tm avec les membranes est

donc dépendante du pH et intervient a pH acide.
» Extinction de fluorescence intrinséque des protéines par des lipides bromés

Afin de confirmer la dépendance en pH de ’interaction de Tm avec la bicouche
lipidique ainsi que 1’éventuelle implication d’interactions de type électrostatique dans la
liaison de Tm aux membranes, des expériences d’extinction de fluorescence du
tryptophane par le brome ont été réalisées.

Le brome est un inhibiteur a courte distance (10 A) de la fluorescence du
tryptophane. Ainsi lorsque un tryptophane se trouve a proximité d’un atome de brome, son
intensité¢ de fluorescence diminue. Les lipides bromés utilisés dans ces expériences
(Fig. 52) possedent des atomes de bromes liés de fagon covalente a leur chaine aliphatique.
L’extinction de fluorescence du tryptophane par les atomes de brome de ces lipides

attestera donc de l'interaction de Tm a le coeur hydrophobe de la bicouche lipidique.
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Figure 52 : Exemple de lipide bromé utilisé lors des expériences d'inhibition de fluorescence.
Les atomes de Brome substituent des hydrogenes sur la chaine aliphatique. Ici les atomes de
Brome sont positionnés sur les Carbones 9 et 10. Le phospholipide représenté est un 1-Palmitoyl-
2-Stearoyl(9-10)dibromo-sn-Glycero-3-Phosphocholine.

Les vésicules lipidiques utilisées dans la cas présent, sont des LUVs anioniques
EPC/EPA/(9-10BR)-PC aux ratios molaires 7 :1:2 et 5:1:4. L’utilisation de deux
proportions différentes de lipides bromés permet de confirmer la liaison de la protéine a la
membrane; 1’extinction de fluorescence doit étre plus forte en présence d’un ratio molaire
plus grand de lipides bromés.

Lors des expériences, nous enregistrons des spectres de fluorescence intrinseque de Tm
dans différentes conditions de pH. La protéine (1 pM final) est mise en présence de LUVs
anioniques a un ratio molaire de L/P 500 et laissée a incuber pendant 2 h. Pour la mesure

de l'extinction de fluorescence due a la proximité des tryptophanes de Tm et des bromes
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des phospholipides, le spectre de fluorescence en présence des LUVs enregistré pour
chaque pH sert de référence. L'intensité de fluorescence observée a 350 nm, appelée Fo,
correspond a la valeur en absence d'inhibition par le brome. Par la suite, des spectres en
présence de LUVs contenant 20 % et 40 % de lipides bromés sont enregistrés et la valeur
de leur intensité a 350 nm, appelée F, est relevée. Le rapport F/Fy permet 1'estimation de
l'inhibition de la fluorescence due aux phospholipides bromés. En conséquence, lorsque le
ratio F/Fyp est égal a 1, il n’y a pas d’extinction de la fluorescence du Trp. Au contraire,
lorsque ce rapport est inférieur a 1 I'intensité de fluorescence est plus faible dans la
condition étudiée : il y extinction de fluorescence du Trp par les atomes de brome portés
par les phospholipides bromés. Les mesures ont été effectuées sur une gamme de pH allant
de pH 7,5 a pH 3,5. Les résultats présentés dans la Figure 53 sont la moyenne de cinq

mesures différentes. L’erreur représente 1’écart type pour le pH étudié.

Le ratio F/Fy n’évolue pas de fagon significative entre pH 7,5 et pH 6,5 et reste
proche de 1 (Fig. 53A). C’est autour de pH 5,5 que ce rapport commence a diminuer et
I’effet maximal est observé a pH 3,5. Dans ces conditions, le rapport F/Fq vaut 0,65 et 0,30
en présence de vésicules lipidiques contenant respectivement 20 % et 40 % de lipides

bromés.

Ainsi, le rapport d'intensité de fluorescence a 350 nm reste proche de 1 entre pH 7,5
et pH 6,5. Cela indique que dans cette gamme de pH les trytophanes de Tm ne sont pas a
proximité de atomes de brome des lipides bromés. Par conséquent Tm n’est pas li¢ a la
membrane dans cette gamme de pH. Le ratio F/Fy diminue a partir de pH 5,5 et sa valeur
devient d’autant plus faible que le pH est acide. Par conséquent, la distance entre les
tryptophanes de Tm et les atomes de bromes diminue lors de I’acidification du pH. Ces
résultats confirment donc la dépendance en pH de ’interaction de Tm avec la bicouche

lipidique anioniques.
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Figure 53 : Expériences d’extinction de fluorescence du tryptophane en fonction du pH. A Les
expériences sont effectuées a un ratio molaire L/P 500 et a une concentration finale de Tm de 1uM.
Trois types de LUVs anioniques sont utilisées : EPC/EPA (9 :1) ; EPC/EPA/(9-10BR)-PC (7 :1 :2)
et EPC/EPA/(9-10BR)-PC (5 :1 :4). Fy représente ['intensité de fluorescence mesurée a 350 nm
pour Tm en présence de LUVs EPC/EPA (9 :1) et F ’intensité de fluorescence a 350 nm pour Tm
en présence de LUVs contenant des lipides bromés. L’ histogramme représente ce rapport en
fonction du pH pour Tm en présence de LUVs anioniques contenant 20% (noir) et 40 % de lipides
bromés. B Les échantillons utilisés dans [’expérience présentée en A sont ensuite incubés sur la
nuit a température ambiante avec 200 mM NaCl.

Apres mesure, les échantillons sont incubés en présence de 200 mM NaCl pendant
la nuit a température ambiante (Fig. 53B). L’ajout de NaCl a pour effet d'inhiber les
interactions de type électrostatiques attractives potentiellement impliquées dans la liaison

protéine/membrane. Dans le cas présent, les ratios F/F, sont similaires quel que soi t le pH

118



Résultats

entre pH 7,5 et pH 3,5 et restent proche de 1. L’ajout de NaCl a donc permis de lever
I’interaction entre Tm et la bicouche lipidique. Ceci suggere que les interactions
¢lectrostatiques ont un rdle prépondérant dans la liaison de Tm a la bicouche lipidique

anionique.

II - Caractérisation structurale

11.1 - Dichroisme circulaire

Nous nous sommes attachés a observer les changements possibles de structure
secondaire et tertiaire de Tm en présence de LUVs anioniques en fonction du pH. Il s'agit
de mettre en évidence des changements de structure dus a l'interaction de Tm avec les
membranes. Ces changements peuvent aller jusqu'a la perte de structure tertiaire comme

dans le cas de la toxine diphtérique ou des colicines.
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Figure 54 : Spectres de dichroisme circulaire dans ’UV lointain de Tm en présence de LUVs
anioniques (EPC/EPA ; 9 :1) a un ratio molaire L/P 500 en fonction du pH. A Spectres réalisés
dans [’UV lointain. La concentration de Tm est de 0,5 uM. Les minima observés a 208 nm et
222 nm sont caractéristiques d 'une protéines dont le repliement est en hélice a. B Spectres réalisés
dans I’UV proche. La concentration de Tm est de 4 uM.

Des spectres de dichroisme circulaire de Tm en présence de LUVs anioniques ont été
enregistrés pour des pHs compris entre 7 et 4. La structure secondaire de Tm reste
inchangée de pH7 a pH6, comme le montrent les spectres réalisés dans I’'UV lointain
(Fig. 54A). Ces spectres montrent que Tm possede toujours une structure secondaire en
hélice a, avec des minima a 222 nm et 208 nm similaires & ceux obtenus pour la protéine
seule en solution a pH 7 (Fig. 54A). Pour des valeurs de pH plus acides (pH 5 et pH 4), les

spectres ne sont pas parfaitement superposés a ceux obtenus a pH neutre. Le minimum
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observé a 222 nm est légérement plus prononcé a pH acide et le minimum a 208 nm
observé a pH7 est décalé a 210 nm. Néanmoins, la structure secondaire reste
majoritairement en hélice a a pH acide. Il existe deux possibilités pour expliquer ces
légeres différences. 11 est possible que les hélices o deviennent plus "rigides" a pH acide.
Cependant, cette différence pourrait é¢galement étre un artefact di a une augmentation de la
diffusion de la lumicre par les LUVs a pH acide. Par conséquent nous considérerons que
ces variations ne sont pas significatives.

Les spectres enregistrés dans I’UV proche (Fig. 54B) sont bruités, tout comme ceux
réalisés dans I’'UV lointain. Cela est dii a la diffusion de la lumiére par les vésicules
lipidiques qui sont des objets relativement gros (170 nm de diameétre dans ce cas).
Néanmoins les spectres dans ’UV proche montrent que Tm, en présence de vésicules
lipidiques conserve sa structure tertiaire quel que soit le pH entre 7 et 4.

Ainsi, le domaine de translocation de BONT/A conserve une structure secondaire et
tertiaire en présence de LUVs et ce, méme pour des valeurs de pH acides. De plus, les
structures secondaires et tertiaires de Tm ne varient que trés peu avec I’acidification du pH

en présence de vésicules lipidiques anioniques.

11.2 - Fluorescence intrinséque du tryptophane

La protéine Tm comporte 4 Tryptophanes (Fig. 55). Ces acides aminés possedent

un cycle aromatique dans leur chaine latérale qui leur donne la propriété de fluorescer.

Figure 55 : Représentation du domaine de translocation de
BoNT/A d’apres la structure cristalline de la PDB Id 3BTA. Les
tryptophanes sont représentés en gris. Trois des tryptophanes
sont situés a l'interface entre deux hélices. Le quatrieme est sur
la boucle enserrant le domaine catalytique dans la toxine
entiere.
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Cette fluorescence est sensible a l'environnement des tryptophanes (Fig. 56). Ainsi,
lorsqu'ils se trouvent dans un environnement polaire, la valeur de la longueur d’onde
maximale d’émission de fluorescence (Amax) s situe aux alentours de 350-355 nm. Lorsque
I’environnement des Tryptophanes est apolaire, le Amax prend alors une valeur avoisinant
330 nm (Fig. 56A). D’autre part, ’environnement du tryptophane influe également sur
I’intensité de fluorescence au Amax. Ainsi, plus ’environnement est apolaire, plus la valeur

de I'intensité de fluorescence est grande.
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Figure 56 : Exemple de spectres de fluorescence intrinséque d’une protéine et de I’évolution du
rapport IFsg0,,/IF 320 . Ces données ont été obtenues a partir de spectres de fluorescence
intrinséque d’un peptide issu du domaine de translocation de la toxine diphtérique (données non
publiées). Ces mesures ont été effectuées a pH 4 a différents ratios molaires Lipides/Protéines
(L/P). Ces conditions de pH sont favorables a l’interaction du peptide avec la bicouche lipidique.

A L’intensité de fluorescence est reportée en fonction de la longueur d’onde. La longueur
maximale d’émission de fluorescence du tryptophane (J.,.x) a une valeur proche de 350 nm lorsque
["environnement du Trp est polaire (spectre rouge, peptide en solution). Cette valeur est sensible a
I"environnement du Trp. Elle est décalé vers des valeurs plus faibles lorsque [’environnement du
Trp devient plus apolaire (spectres vert et bleu, peptide en interaction avec la bicouche lipidique)
pour atteindre des valeurs pouvant aller jusqu’a 330 nm. D autre part, l'intensité de fluorescence
du Trp est elle aussi sensible a son environnement. Dans ce cas, elle est plus forte lorsque
I"environnement du Trp est plus apolaire. B Evolution du rapport 1Fss0 u/IF320m en fonction du
ratio molaire L/P. La diminution du rapport IF;sp ,m/IF320 um indique que [’environnement du Trp
devient plus apolaire. Dans ce cas, il montre ’interaction du peptide avec la bicouche lipidique.

Il existe un autre moyen de suivre 1’évolution de I’environnement du Trp. Il s’agit
du suivi du ratio d’intensités de fluorescence a 360 nm et 320 nm (IF360nm/IF320nm)
(Fig. 56B). Ces longueurs d’onde sont situé¢es de part et d’autre du An.x du spectre
d'émission de fluorescence, quel que soit son environnement. Ce ratio permet de suivre
plus précisément les déplacements du spectre d'émission de fluorescence dus aux
variations d’environnement des Tryptophanes, que le suivi du Amax. En effet, il n’est pas

toujours aisé¢ de déterminer la valeur du Amax sur un spectre de fluorescence, notamment
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lorsque la protéine est en présence de vésicules lipidiques. L’augmentation du ratio
IF360nm/1F320nm indique que 1’environnement dans lequel se trouvent les tryptophanes de la
protéine devient plus polaire. A contrario, lorsque ce ratio diminue 1’environnement des
tryptophanes est plus apolaire.

Le suivi du ratio IF3eonm/IF3200m nous indique que, en présence de CSFTAC,
I’environnement des Trps de Tm (Fig. 55) évolue en fonction du pH (Fig. 57 o). En effet la
valeur de ce ratio passe de 1,00 a pH 7 a 0,88 a pH 4, ce qui correspond a un changement
du Amax de 338 nm a 336 nm. Cette diminution indique que I’environnement des Trps de
Tm devient 1égerement plus apolaire avec 1’acidification du pH. L’utilisation du surfactant
fluoré garantit la solubilité de Tm sur la gamme de pH étudiée et les spectres de dichroisme
circulaire indiquent que ce surfactant n'influe pas sur la structure de Tm. L’évolution de
I’environnement des tryptophanes n’est probablement pas causée par des changements de
structure. Il est vraisemblable qu’avec I’acidification du pH, la compaction de Tm
augmente, confinant ses Trps dans un environnement plus hydrophobe qu’a pH 7. Des
changements dans la structure quaternaire de Tm survenant avec l’acidification du pH

pourraient également expliquer cet effet.

L C[b Figure 57: Dépendance en pH de
O% Penvironnement des Trps de Tm (0,5uM) en

présence de C8FTAC (0,15mM) (o) ou en
0.9 1 (m présence de LUVs anioniques (EPC/EPA 9 :1) a
® un ratio molaire L/P 500 (®). La fluorescence du

Trp est sensible a son environnement. Le suivi de

0.8 , [ I’évolution des ratios des intensités de

IF360nm/IF320nm

Sfluorescence a 360nm et 320nm (1F350um/IF3200m)

donne des indications sur [’environnement des
7 Trps. La diminution de ce ratio indique que

["environnement des Trps devient plus apolaire.

pH

Nous nous sommes ensuite intéressés aux changements d’environnement des Trps
de Tm en présence de LUVs anioniques (Fig. 57). Le ratio IF360nm/IF320nm diminue avec
’acidification du pH, lorsque Tm est en présence de LUV anioniques (Fig.57 ®). Ainsi, le

ratio est de 0,82 a pH 7 et atteint 0,69 a pH 4, ce qui correspond a des Amax de 336 nm et
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334 nm respectivement. Tout comme pour Tm en présence de C8FTAC, cette variation
indique que I’environnement des tryptophanes de Tm en présence de vésicules lipidiques
devient plus apolaire avec l'acidification du milieu. Les amplitudes de variation sont
similaires en présence de CS8FTAC et de LUVs anioniques. On peut toutefois remarquer
que les valeurs en présence de C8FTAC sont déplacées par rapport a celles obtenues en
présence de LUV. Ceci nous indique que les tryptophanes sont dans un environnement
légérement plus polaires en présence de surfactant. Dans le cas de Tm seul en solution a
pH 7, le Amax est de 336 nm, comme en présence de LUVs. Par conséquent, il semble que
C8FTAC a un petit effet sur la compaction de Tm. Comme décrit plus haut, il n'est pas
possible de déterminer si l'effet induit par 'acidification du milieu en présence de LUVs est
di a un changement de compacité de Tm ou a la formation d'une structure quaternaire.
Dans le cas des LU Vs, il est également possible qu'un tel changement d'environnement des
tryptophanes soit le résultat de l'insertion de Tm dans la bicouche lipidique. A ce stade
nous ne pouvons pas faire la distinction entre ces trois possibilités. D'autres méthodes vont

étre nécessaires.

11.3 - Perméabilisation de vésicules lipidiques

* Influence du pH

L’interaction du domaine de translocation de la toxine botulique avec les
membranes est donc dépendante du pH. Cette caractéristique est commune aux toxines de
type AB. La perméabilisation des membranes lipidiques est une étape cruciale dans le
processus d’intoxication des cellules hotes par ces toxines. Cette étape conduit a la
translocation du domaine catalytique (porteur de I’activité de la toxine) dans le cytosol ou
il accomplira son activité. Il est donc important de déterminer les conditions propices a la
perméabilisation des membranes lipidiques par le domaine de translocation de la toxine

botulique.

Pour ce faire, nous avons réalisé des expériences de perméabilisation de vésicules
lipidiques en fonction du pH. Un fluorophore, la sulforhodamine B, est encapsulé dans les
vésicules lipidiques a une concentration telle qu’il y a auto-extinction de la fluorescence.
Lors de la perméabilisation des membranes par la protéine, la sulforhodamine B est libérée

dans le milieu et fluoresce a nouveau. C’est la libération du fluorophore qui est observée en
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fonction du temps. Ainsi observe-t-on I’évolution de I’intensité de fluorescence de la
sulforhodamine B en fonction du temps apres ajout de la protéine (Fig. 58A). Dans un
premier temps, la fluorescence des vésicules lipidiques dans lesquelles est encapsulée la
sulforhodamine B est mesurée pendant 150 s environ. L’intensit¢ de fluorescence
moyennée sur 60 s avant ajout de Tm est appelée Fy, elle servira de référence en tant que
plus faible intensité de fluorescence de la sulforhodamine B dans la condition testée. La
protéine est ensuite ajoutée et I’intensité de fluorescence F de la sulforhodamine B est
mesurée pendant 1200 s environ. Enfin, du Triton X100 est ajouté au milieu afin de lyser
toutes les vésicules lipidiques, libérant par conséquent toute la sulforhodamine B.
L’intensité de fluorescence Frrton mesurée alors représente le maximum d’intensité de

fluorescence de la sulforhodamine B dans la condition testée.
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Figure 58 : Cinétique de perméabilisation de LUVs anioniques par Tm. A Cinétiques obtenues
pour Tm en présence de LUVS anioniques (EPC/EPA, 9 :1) a pH 7, pH 6, pH 5 et pH 4 a un ratio
molaire L/P 5000. L’intensité de fluorescence de la sulforhodamine B est mesurée en fonction du
temps. La normalisation des cinétiques aux differents pHs se fait grdce aux intensités de
fluorescence de la sulforhodamine B mesurées avant ajout de protéine (Fy) et aprés lyse des
vesicules lipidiques par du Triton X100 (Frie,). B Représentation des mémes cinétiques de
perméabilisation aprés normalisation. La pente de la droite passant par les premiers points
d’intensité de fluorescence mesurés apres ajout de Tm, représente la vitesse initiale de
perméabilisation des vésicules lipidiques (V).

De facon a pouvoir comparer directement les cinétiques obtenues a différents pH,
les signaux sont normalisés. Ainsi les résultats sont représentés comme suit :

(F-Fo)/(Frriton-Fo) en fonction du temps (Fig.58B). La valeur de ce ratio est directement
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proportionnelle a la quantité de sulforhodamine B relarguée des vésicules lipidiques. A
pH 7 et pH 6, l'ajout de Tm n'a pas d'effet significatif sur 1'évolution de la fluorescence. A
pH 5, par contre, la fluorescence augmente des 1’ajout de Tm. Cette augmentation est
encore plus forte a pH 4 et semble aussi plus rapide. Il semble donc que la perméabilisation
de LUVs anioniques par Tm soit dépendante du pH. De plus, il semble que celle-ci ne
débute qu’entre pH 6 et pH 5.

Afin de mieux caractériser la dépendance en pH de la perméabilisation des
vésicules lipidiques anioniques par Tm, ces mémes expériences ont ¢té réalisées sur une
gamme de pH plus grande (pH 7,6-pH 3,6) et les vitesses initiales de perméabilisation (Vo)
ont été déterminées pour un grand nombre de conditions (Fig. 59). Immédiatement aprés
ajout de la protéine dans le milieu réactionnel, l’intensit¢ de fluorescence de la
sulforhodamine B évolue de fagon quasi-linéaire. Le signal & ce moment de la cinétique
peut donc étre représenté par une droite dont la pente est la vitesse initiale de
perméabilisation des vésicules lipidiques (Vo). La vitesse initiale de perméabilisation des
vésicules lipidiques est quasiment nulle ente pH 7,6 et pH 5,2. Elle commence a augmenter

dés pH 5, atteint son optimum (1,65 u.a.) a pH4 et n'augmente que tres faiblement pour des

pHs plus acides.
OOO : Figure 59: Dépendance en pH de la
1.5 1 O vitesse initiale de perméabilisation de
— Q) vésicules lipidiques anioniques par Tm.
& 1.0+ - Les vésicules anioniques sont composées de
P : EPC/EPA  9:1. Les expériences de
> 05 : perméabilisation sont réalisées a un ratio
ot molaire L/P de 1000. La perméabilisation
ood . w cOQ0 débute pour des valeurs de pH inférieures a
: - : . p;H A_ZZ. La concentration finale de Tm est

nM.

Le pH auquel débute la perméabilisation est en bonne corrélation avec celui pour
lequel le FRET Trp/Dansyl commence a étre significatif (Fig. 51). De plus, les expériences
d’extinction de fluorescence du tryptophane par les lipides bromés (Fig. 53) ont montré
que I’intensité de fluorescence des tryptophanes de Tm n’est affectée par la proximité des

atomes de bromes que lorsque le pH du milieu est inférieur ou égal a pH 5,5. L’interaction
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de Tm avec des vésicules lipidiques anioniques est donc dépendante du pH, elle débute
autour de pH 5,5.

D'aprés les expériences d'inhibition de la fluorescence des tryptophanes par les
lipides bromés, il semble que les interactions électrostatiques entre Tm et la bicouche
lipidique soient prépondérantes. Ces mémes expériences de perméabilisation de vésicules
lipidiques ont donc été réalisées en présence de LUVs globalement neutres afin de mettre
en évidence le réle de ces interactions dans la capacit¢ de Tm a perméabiliser les
membranes. Nous avons également réalisé des expériences de FRET Trp/Dansyl-DHPE
pour Tm en présence de LUVs globalement neutres (EPC) afin de caractériser plus
finement le réle des interactions de type électrostatique dans la liaison de Tm a la bicouche

lipidique.

» Effet de la charge globale des vésicules lipidiques

Les expériences de FRET Trp/Dansyl-DHPE pour Tm en présence de vésicules
lipidiques globalement neutres (EPC/Dansyl-DHPE (10 :0,5)) ont été réalisées dans les
mémes conditions que celles en présence de LUVs anioniques (EPC/EPA/Dansyl-DHPE
(9:1:0,5)) (Fig. 51). La Figure 60 montre la superposition des résultats obtenus. En
présence de LUV globalement neutres (Fig. 60e), le ratio F/Fy est égal a 1 sur une gamme
de pH allant de pH 7,6 a pH 5. Ceci montre qu’il n’y a pas de FRET entre les Trps de Tm
et les groupements Dansyl des tétes polaire des lipides phosphatidyléthanolamine. Le ratio
F/Fy augmente pour des pHs plus acides et atteint 1,28 a pH 3,6, indiquant une proximité

entre les tryptophanes de Tm et les groupements Dansyl.

, ; Figure 60: Evolution du
139 A :& LUV EPC/EPA (91)  FRET Trp/Dansyl-DHPE en
. ; @® LUVEPC fonction du pH. Tm (0,1 uM)

: : est en présence de LUVs

1.2 A c EPC/Dansyl-DHPE (10 :0,5)
o A T (e) et EPC/EPA/Dansyl-DHPE
. : (9:1:0,5 (A) a un ratio

1.1 4 [ JaN : d molaire L/P 100. F/F, est le
A : : ratio d’intensites de
®_ A, - fluorescence du Dansyl-DHPE

F B o sooess womcnns & M apreés ajout de protéine (F) et

T T T T T T T T T avant ajout de la protéine (F).
35 40 45 50 55 6.0 65 7.0 7.5 Les intensités de fluorescence

sont mesurées a 520 nm.
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Tm interagit donc avec des LUVs globalement neutres. Cette interaction est
dépendante du pH et le FRET est observé pour des pHs acides. Cependant le phénoméne
de FRET intervient a pH plus acide (pH 5) que lorsque Tm est en présence de LUVs
anioniques (pH 5,5) (Fig. 60A). Les interactions électrostatiques entre Tm et la bicouche
lipidique ne sont donc pas indispensables a I’interaction, mais permettent une interaction

plus précoce, c’est a dire a pH moins acide.

Les expériences de perméabilisation de LUVs globalement neutres (EPC) par Tm
ont été réalisées en parallele de celles effectuées en présence de LUVs anioniques
(EPC/EPA 9 :1). Le ratio molaire L/P utilisé est de 5000 et les expériences sont réalisées
sur une gamme de pH allant de pH 7,6 a pH 4. Les Figures 61A et 61B montrent les
cinétiques obtenues a pH 7, pH 6, pH 5 et pH 4. L’évolution du rapport (F-Fo)/(Frriton-Fo)
est représenté en fonction du temps. Dans le cas des LUVs neutres (Fig. 61A), aucun
relargage de sulforhodamine n'est observé entre pH 7 et pH 5. Tm ne perméabilise donc
pas les LUVs globalement neutres dans ces conditions de pH. A pH 4, dés ajout de Tm le
rapport la fluorescence de la sulforhodamine augmente indiquant qu’il y a perméabilsation
des LUVs neutres par Tm a pH acide.

En comparant ces résultats avec ceux obtenus en présence de LUVs anioniques
(Fig. 61B), il ressort que le comportement de Tm en présence de LUVs neutres est
différent. En effet, Tm est capable de perméabiliser les LUVs anioniques dés pHS
(Fig. 61B), alors que la protéine ne perméabilise les LUVs neutres qu’a pH 4. Afin de
mieux caractériser la perméabilisation des LUVs globalement neutres par Tm, les vitesses
initiales (Vo) de perméabilisation ont été calculées sur une large gamme de pH (pH 7,6-
pH 4) (Fig. 61C). La vitesse initiale de perméabilisation de LUVs neutres par Tm
augmente pour des valeurs de pH inférieures a pH 5. V, atteint son maximum a pH 4
(0,52 u.a.). En présence de vésicules lipidiques anioniques (Fig. 61D), Vy augmente dés
pH 5,5 et semble atteindre un plateau aux alentours de pH 4, avec Vo~8 u.a. Cette vitesse
initiale de perméabilisation de LUVs anioniques par Tm est 15 fois plus élevée que celle

calculée pour Tm en présence de LUVs neutres.
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Figure 61 : Expériences de perméabilisation de LUVs EPC et EPC/EPA (9 :1) en fonction du
PH. La concentration finale en Tm est de 9 nM et le ratio molaire L/P de 5000. Le temps 0 s
correspond a l'ajout de la protéine dans le milieu. A et B Cinétiques obtenues pour Tm en
présence de LUVS neutres et anioniques (EPC/EPA, 9 :1) respectivement, a pH 7, pH 6, pH 5 et
pH 4. L’intensité de fluorescence (F) de la sulforhodamine B est mesurée en fonction du temps. La
normalisation des cinétiques aux différents pHs se fait grace aux intensités de fluorescence de la
sulforhodamine B mesurées avant ajout de protéine (Fy) et apres lyse des vésicules lipidiques par
du Triton X100 (Fr.,). C et D. Dépendance en pH de la vitesse initiale de perméabilisation de
LUVS EPC et EPC/EPA (9 :1). Les vitesses initiales sont calculées pour des expériences de
perméabilisation de LUVs par Tm (9 nM) a un ratio L/P 5000 sur une gamme de pH allant de
pH 7,6 a pH 4.

La perméabilisation de vésicules lipidiques par Tm est donc dépendante du pH et
de la charge globale de ces vésicules. En effet, comme le montrent les résultats présentés
dans la Figure 61, méme si Tm est capable de perméabiliser des LUVs neutres, la vitesse
initiale de perméabilisation est dans ce cas 15 fois plus faible que dans le cas des LUVs
anioniques. De plus, la perméabilisation des LUVs neutres par Tm débute pour des valeurs

de pH plus acide.
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* Dépendance en taille de ’interaction de Tm avec la bicouche lipidique

Lors des premicres expériences de perméabilisation de vésicules lipidiques
anioniques nous avons constaté que Tm perméabilise plus efficacement les LUVs que les
SUVs. Les SUVs sont de petites vésicules lipidiques (50 nm de diametre dans notre cas), il
en résulte une plus grande exposition des chaines aliphatiques des acides gras au solvant.
Cela a pour effet de faciliter I’interaction protéine-membrane et par conséquent la
perméabilisation. Or ce n’est absolument pas le cas ici. D’autre part, la forme tres
particuliere de Tm (105 A de long) n’est pas sans rappeler celles de protéines dont
’interaction avec la membrane dépend de la courbure de cette derni¢re. Cela a été observé
par exemple, pour les domaines BAR des protéines telles que I’amphyphisine II (Casal et
al., 2006). C’est pourquoi nous avons ¢étudié un éventuel effet de la taille des vésicules sur
I’interaction avec Tm ainsi que sur la perméabilisation.

Ces expériences de perméabilisation de vésicules lipidiques ont été réalisées avec
des vésicules lipidiques de différentes tailles : SUVs de 50 nm de diamétre, LUVs de
100 nm, 170 nm et 280 nm de diamétre. La taille des vésicules lipidiques est vérifiée par

diffusion dynamique de la lumiere (cf. « Matériel et Méthodes »).

Les expériences de perméabilisation réalisées en présence de LUVs anioniques
(170 nm de diametre) ont montré que la vitesse initiale de perméabilisation par Tm est
maximale a pH 4 (Fig. 59). D’autre part, 'efficacit¢ de perméabilisation de Tm sur des
vésicules anioniques est plus grande que sur des vésicules globalement neutres (Fig. 61).
Par conséquent, toutes les expériences présentées ci-dessous ont été réalisées a pH 4 en

présence de vésicules lipidiques anioniques de différentes tailles.

Effet du ratio molaire Lipide/Protéine (L/P)

Dans un premier temps, une titration en lipides est effectuée de fagon a caractériser
la perméabilisation des différents types de vésicules lipidiques anioniques a pH 4. Pour
chaque type de vésicule, I'intensité de fluorescence de la sulforhodamine B mesurée a
586 nm est suivie en fonction du temps apres ajout de Tm, a différents ratios L/P. La
normalisation effectuée dans ce cas, n’est pas la méme que celle utilisée lors des
expériences présentées dans le début de la partie C des résultats. La valeur F, reste
I’intensité de fluorescence de la sulforhodamine B mesurée avant ajout de la protéine mais

I’intensité de fluorescence maximale utilisée (Fumax) n’est pas celle mesurée aprés ajout de

129



Résultats

Triton X100 (Frriton) mais celle mesurée a 600 s de cinétique pour le ratio L/P 100 de
chaque type de vésicules lipidiques. Ce ratio L/P a été choisi car dans ces conditions
I’intensité de fluorescence de la sulforhodamine B atteint rapidement un plateau dont
I’intensité de fluorescence correspond au maximum obtenu sur la gamme de L/P testée ;
I’efficacité de perméabilisation ((F-Fo)/(Fmax-Fo))est alors de 1. Les résultats obtenus sont
présentés dans la Figure 62. Le temps 0 s est le temps de la cinétique auquel la protéine a

¢été ajoutée dans le milieu.
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Figure 62 : Cinétique de perméabilisation de vésicules lipidiques anioniques (EPC/EPA, 9 :1)
par Tm a pH 4. Les cinétiques sont effectuées a différents ratios molaires Lipide/Protéine (L/P)
pour Tm en présence de SUVs (A), LUVs de 100 nm (B); 170 nm (C) et 280 nm (D) de diametre.
La normalisation pour chaque type de vésicule lipidique est effectuce par rapport a l'intensité de
fluorescence de la sulforhodamine B mesurée a 600 s mesurée pour le ratio L/P 100. Pour les
SUVs c’est l'intensité de fluorescence mesurée pour les LUVs 100 nm qui est utilisée pour la
normalisation.
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Cas particulier des SUVs en présence de Tm

Nous n’avons pu effectuer le méme type de normalisation pour les expériences
réalisées en présence de SUVs, car a L/P 100, Dintensit¢ de fluorescence de la
sulforhodamine B continue d’augmenter méme apres 1200 s de cinétique. Nous avons
donc choisi, dans ce cas précis d’utiliser ’intensité de fluorescence au plateau mesurée
avec des LUVs de 100 nm de diametre pour effectuer la normalisation. C’est pourquoi sur
la Figure 62A, D'efficacité de perméabilisation obtenue a L/P 100 n’est pas de 1 mais
d’environ 0,5 apres 600 s de cinétique. Le taux de perméabilisation des SUVs anioniques
varie trés peu pour les ratios L/P compris entre 5000 et 500 pour lesquels elle est inférieure
a 0,1 apres 600 s. Elle ne varie significativement que lorsque le L/P est inférieur a 300.
Enfin, a L/P 100, I’efficacité de perméabilisation continue de croitre a 600 s de cinétique,
ce qui n’est pas le cas pour les LUVs. Ceci indique que le relargage de la sulforhodamine

B n’est pas complet a ce stade.

De plus, des expériences de diffusion dynamique de la lumiére (DLS) ont montré
qu’a pH 4, la taille apparente des SUVs augmente avec le temps. La Figure 63 montre un
exemple de I’évolution du diamétre apparent des SUVs en présence de Tm. Cela indique
que les SUVs s’agrégent. Dans le cas des LUVs la taille n’évolue pas dans le temps apres
ajout de Tm. Le diametre des différents types de vésicules lipidiques est indiqué dans le
Tableau 3. La taille apparente des LUVs reste globalement la méme en présence de Tm a
pH 7 et a pH 4. Ces vésicules sont perméabilisées a pH acide, mais leur intégrité n’est donc
pas altérée. Ainsi, il apparait que le mode d’interaction de Tm avec les SUVs differe de
celui qui intervient en présence de LUVs. Pour cette raison, nous ne comparerons par la

suite, que les résultats obtenus en présence de LUVs.
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Diamétre mesuré

Taille théorique - + Tm a pH7 + Tm a pH4
d Vésicules seules (P 0(1))0) (P 0(1))0)
SUV 48,1 + 2,7 nm 51,9 £ 2,3 nm Voir figure ci-dessous
100 nm 98,2 £4,9 nm 102,2 £ 6,3 nm 103,8 £ 5,7 nm
170 nm 174,2 £ 12,7 nm 170,2 £ 15,7 nm 177,8 £ 11,3 nm
280 nm 288,1 £ 23,1 nm 294,1 £ 20,7 nm 296,6 £ 25,1 nm

Tableau 3 : Taille des différents type de vésicules utilisées.
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Le témoin, en noir sur la Figure 62, correspond a I’évolution de I’intensité de
fluorescence de la sulforhodamine B pour les vésicules lipidiques anioniques seules en
solution. Dans ce cas, le suivi du ratio (F-Fy)/(Fmax-Fo) rend compte de la « fuite » de la
sulforhodamine B hors des vésicules lipidiques. Ce témoin permet de savoir si la
perméabilisation observée en présence de Tm est significative. Dans ce cas, la comparaison
des témoins respectifs avec les différentes conditions testées montre que Tm est capable de
perméabiliser les LUVs quel que soit leur diametre (100 nm, 170 nm et 280 nm) (Fig. 62B-
D). L’efficacité de perméabilisation pour un méme type de LUVs est effectivement
dépendante du ratio L/P. Plus le ratio L/P est élevé plus le nombre de lipides par protéines
est ¢levé. Par conséquent, le nombre de protéine par vésicule lipidique diminue avec

I’augmentation du ratio L/P. Il en résulte que I’efficacité de perméabilisation diminue avec
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I’augmentation du ratio L/P. La méme expérience a été réalisée avec DT (résultats non

montrés).

Comparaison des cinétiques obtenues a L/P 500

La Figure 64 représente les résultats obtenus au ratio L/P 500 pour Tm et DT. Le
choix du ratio Lipide/Protéine est basé sur deux critéres majeurs que sont la vitesse de la
cinétique et le taux de sulforhodamine B libérée des vésicules lipidiques apres 600 s de
cinétique. Le ratio L/P 500 est un bon compromis entre ces deux critéres, qui permet
d’observer d’éventuelles différences entre les différentes conditions étudiées ici. D’autre
part, Pour nous assurer que cet effet de la taille des vésicules lipidiques sur I’interaction
avec Tm n’était pas dii a un biais provenant de I’expérience nous avons utilisé un témoin :
le domaine de translocation de la toxine diphtérique (DT). Son mode d’interaction avec les
membranes est caractérisé et la perméabilisation de vésicules lipidiques par DT n’est pas
dépendante de la courbure des vésicules lipidiques (Chenal et al., 2002 ) (Montagner et al.,
2007). 11 est dépendant du pH. C’est un processus qui a lieu en deux étapes : dans un
premier temps, entre pH 7 et pH 6, le domaine de translocation de la toxine diphtérique se
lie aux membranes de fagon superficielle, puis avec 1’acidification du pH DT s’insére plus
profondément dans la bicouche lipidique, ce qui va entrainer la perméabilisation des

vésicules lipidiques.
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Figure 64 : Cinétique de perméabilisation de LUVs anioniques (EPC/EPA, 9 :1) par Tm et DT a
un ratio L/P 500 a pH 4.
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Pour les cinétiques réalisées en présence de DT (Fig.64B), le ratio (F-F¢)/(Fmax-Fo)
croit rapidement dans une premiere phase ; ’augmentation du ratio est de 0,2 en 50 s pour
tous les types de LUVs utilisés. Puis dans une deuxiéme phase, 1’évolution est plus lente, et
un plateau est atteint apres 150 s. Les cinétiques effectuées en présence de DT montrent un
profil similaire pour tous les types de LUVs utilisés. En effet, quelle que soit la taille des
LUVs avec lesquelles DT est mis en contact, I’évolution du ratio (F-F¢)/(Fmax-Fo) est
similaire. La valeur du ratio (F-F¢)/(Fmax-Fo) calculée pour les LUVs de 280 nm de
diamétre est de 0,8 au plateau contre 1,0 pour les deux autres types de LUVs utilisés. Cette
différence est due a I’erreur induite par la normalisation, c’est pourquoi ce sont les
dépendances en temps qui sont comparées et non la valeur des ratios (F-Fo)/(Fmax-Fo) & un
temps donné.

Dans le cas de Tm (Fig. 64A), le ratio (F-Fo)/(Fmax-Fo) augmente encore apres 400 s
de cinétique pour les trois tailles de LUVs. La perméabilisation des LUVs par Tm est donc
plus lente que celle de DT. D’autre part, ’observation de 1’évolution du taux de
perméabilisation des LUVs par Tm montre que les cinétiques sont plus lentes pour Tm en
présence de LUVs de 100 nm de diamétre. Les cinétiques de perméabilisation de LUVs
anioniques par Tm sont donc dépendantes de la taille des vésicules lipidiques.

Cette étude est effectuée a un ratio molaire L/P fixe pour Tm en présence de
vésicules lipidiques de différentes tailles contenant donc des quantités différentes de
lipides. La variation de la taille des LUVs utilisées implique la variation du nombre de
protéines par vésicules lipidiques. Ainsi pour un ratio molaire L/P 500, dénombre-t-on 200
protéines pour une LUV de 110 nm, 600 pour une LUV de 170 nm et 1600 pour une LUV
de 280 nm de diamétre. Par conséquent, il est possible que cette différence en nombre de
protéines par vésicule lipidique soit la cause de cette dépendance en taille de vésicules
lipidiques. Il est également possible que cela soit dii a une sensibilité particuliere de Tm a
la courbure des LUVs. Les longues paires d’hélices o du domaine de translocation de la
toxine botulique sont courbées, conférant ainsi une courbure a la protéine d’un rayon
d’environ 70 nm. Cette forme particuliere est retrouvée dans quelques protéines dont
I’interaction avec la bicouche lipidique est sensible a la courbure de cette derniére (cf.
« Introduction » B.VIL.4). Dans ce cas, 'interaction protéine/membrane est plus forte
lorsque la courbure de la bicouche lipidique est proche de celle de la protéine.

A ce stade de notre étude, nous ne pouvons déterminer si la dépendance en taille
observée lors de la perméabilisation des LUVs anioniques par Tm est causée par la

variation du nombre de protéines par vésicule lipidique entre les différentes conditions
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testées ou si elle est le seul fait de la courbure des LUVs. 1l est également possible que ce

soit la résultante de ces deux parameétres.

11.4 . RESULTATS PRELIMINAIRES : Expériences de pontage au glutaraldéhyde

Plusieurs études ont montré que in vitro, le domaine de translocation de la toxine
botulique forme un pore multimérique (Fischer & Montal, 2007a, 2007b), (Schmid ef al.,
1993) dont les segments transmembranaires ont été définis par calcul de moment
hydrophobe et prédiction de structure secondaire (Lebeda & Olson, 1994). La question
s’est donc posée de savoir si la protéine recombinante Tm est capable de former des
oligomeres et le cas échéant si ces derniers se forment seulement dans des conditions
propices a la liaison de Tm a la bicouche lipidique ou s’ils sont déja présents en absence de
membranes.

La premiére approche a consisté en 'utilisation du glutaraldéhyde comme agent
pontant & différents pourcentages massiques a pH 7 et a pH 4 en présence de surfactant

fluoré (0,15 mM) de fagon a garantir la solubilité¢ de Tm (Fig. 65).
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Figure 65: Expériences de pontage au glutaraldéhyde de Tm en présence de CS8FTAC
(0,15mM) a pH7 et pH4. Les expériences sont réalisées a différents pourcentages de
glutaraldéhyde (Glut%). La bande observée a 50kDa correspond au monomeére de Tm.

La bande majoritaire observée a 50 kDa en absence de glutaraldéhyde correspond
au monomere de Tm. Les résultats obtenus montrent que a 0,005% et dans une moindre
mesure a 0,01 % de glutaraldéhyde, le pontage induit principalement la formation
d’oligomeres d’environ 150 kDa a pH 7, ce qui correspond a un trimére de Tm. A pH 4, un
oligomere correspondant a un trimere est également formé pour des pourcentages de
glutaraldéhyde inférieurs a 0,025 %. Il semble donc que Tm s’oligomérise a pH 7 et pH 4

en présence de C8FTAC. Nous avons ensuite choisi d’effectuer des cinétiques de réactions
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de pontage a un pourcentage fixe de glutaraldéhyde a pH 7 et pH 4 en présence de
C8FTAC ou de LUVs anioniques. Les pourcentages de glutaraldéhyde utilisés sont 0,01 %
apH 7 et 0,025 % a pH 4. Les résultats sont présentés dans la Figure 66.

Tm + C8FTAC Tm + LUV
Temps Temps
(mn) 0 5 15 30 60 120 (mn) 0 5 15 30 60 120
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Figure 66 : Cinétiques de pontage au glutaraldéhyde de Tm en présence de C8FTAC (0,15 mM)
et de LUVs anioniques (EPC/EPA 9:1) a un ratio L/P 1000. Les échantillons prélevés a
différents temps sont déposés sur un gel SDS-PAGE 8%. La détection de Tm se fait par
immunodétection avec un anticorps anti-histidine. Les pourcentages de glutaradéhyde sont de
0,01 % apH7et 0,025 %apH 4. La bande a 50 kDa correspond au monomere de Tm.

Des oligomeres de 100 kDa et de 150 kDa se forment a pH 7 pour Tm en présence
de C8FTAC et de LUVs anioniques. Ces masses correspondent respectivement a des
dimeres et des trimeres de Tm. Des bandes de masse intermédiaire apparaissent également.
Leur masse moléculaire est comprise entre 100 et 150 kDa. Cela ne correspond a aucune
forme oligomérique de Tm; mais peut &tre causé par I’oligomérisation de formes
tronquées de Tm. A pH 4, ce sont essenticllement des oligomeres de 150 kDa qui sont
formés en présence de C8FTAC et de LUVs. Ces expériences doivent étre réalisées
notamment dans des conditions pour lesquelles une dépendance en temps de la diminution
du monomeére de Tm (50 kDa) pourra étre observée. Ces résultats semblent confirmer la
formation d’oligoméres de Tm a pH 7 et pH 4, lorsque la protéine recombinante est en

présence de C8FTAC et de LUVS anioniques.
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A DISCUSSION

Les toxines bactériennes a activité intracellulaire dites toxines AB, parmi lesquelles
la toxine diphtérique et la toxine botulique, ont en commun un schéma d’action
(Montecucco ef al., 1994). Dans un premier temps, elles se lient a la membrane plasmique
de leur cellule cible via un récepteur. Cette liaison provoque leur internalisation par
endocytose. La toxine se trouve alors dans le compartiment endosomal dont I’acidification
conduit a I’interaction du domaine de translocation avec la membrane de 1’endosome.
Cette interaction conduit soit a la déstabilisation de la membrane soit a la formation d’un
pore transmembranaire. Le domaine catalytique passe alors dans le cytosol de la cellule
cible pour y exercer son activité.

Cependant, malgré un mécanisme général commun, chaque toxine se lie
spécifiquement a son récepteur a la membrane plasmique de la cellule cible. Ce récepteur
peut étre protéique, comme celui de la toxine diphtérique, ’HB-EGF (Heparin Binding-
Epidermal Growth Factor) (Louie et al., 1997) ou ce peut étre un double récepteur comme
celui de la toxine botulique : Syntaxine+ ganglioside. Enfin, il peut également s’agir d’un
double récepteur protéique comme dans le cas de I’anthrax (ANTRX1 et ANTRX2)
(Bradley et al., 2001) (Scobie et al., 2003), auquel se lie le prépore constitué d’un
héptamere de ’antigéne protecteur. Le prépore lie ensuite 1’'une ou ’autre ou bien les deux
composantes enzymatiques de la toxine que sont le facteur Iétal et le facteur
oedématogene. La liaison spécifique a un récepteur particulier & la membrane plasmique
donne aux toxines leur spécificité quant a la cellule cible.

Six activités enzymatiques différentes ont été répertoriées. Ainsi, le domaine
catalytique de la toxine diphtérique catalyse I’ADP-ribosylation du facteur d’élongation
eF2, ce qui a pour conséquence d’arréter la synthése protéique au sein de la cellule. Les
toxines botuliques sont des endopeptidases a zinc dont I’activité consiste en le clivage
spécifique d’une protéine SNARE inhibant ainsi la libération de neurotransmetteurs. La
toxine pertussique conduit a I’ ADP-ribosylation des protéines Gi.

L’internalisation de ces toxines implique leur passage dans les endosomes, dont
I’acidification permet « I’activation » du domaine de translocation alors apte a transloquer
le domaine catalytique dans le cytoplasme. Cette «activation» du domaine de
translocation implique des changements structuraux qui peuvent étre de différents types.
Dans un cas, c’est le passage par un état partiellement replié qui permet I’interaction du

domaine de translocation avec la membrane endosomale. L’autre alternative est
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I’oligomérisation du fragment B de la toxine et D’insertion dans la membrane de
I’oligomére conduisant a la formation d’un pore au travers duquel le domaine catalytique
passe pour atteindre sa cible cytosolique. Ceci est observé pour I’anthrax et la toxine
pertussique (Ménétrey et al., 2005) .

La toxine botulique appartient & la classe des toxines A;B;®", tout comme la toxine
diphtérique et I’exotoxine A. Elle est structurée en trois domaines distincts de 50 kDa
chacun : le domaine de liaison au récepteur, le domaine de translocation et le domaine
catalytique. Son domaine de translocation comprend deux paires de longues hélices a
(105 A) et une boucle enserrant le domaine catalytique (Fig.67A). Cette organisation des
hélices o est différente de celle observée généralement dans la classe A;B;"". En effet, les
hélices sont le plus souvent organisées en paquets de forme globulaire, dans lesquels des
hélices amphiphiles protégent le coeur hydrophobe du domaine de translocation, comme

c’est le cas du domaine de translocation de la toxine diphtérique (Fig.67B).

A B

Figure 67 : Représentation des domaines de translocation de la toxine botulique (A4) et de la
toxine diphtérique (B). A L es hélices o sont représentées en violet, les feuillets  en jaune et les
parties non structurées en bleu clair. B Les hélices o amphiphiles colorées en vert et bleu
représentent respectivement les hélices oo THI1 a TH4 et TH5 a TH7. Les hélices o. hydrophobes
THS et THY sont colorées en rouge.

La forme particuliere du domaine de translocation de la toxine botulique laisse
supposer que son interaction avec la bicouche lipidique pourrait suivre un mécanisme

différent de celui intervenant pour la toxine diphtérique par exemple. Nous avons choisi de
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travailler sur le domaine de translocation de la BoNT/A sous forme de protéine
recombinante afin de caractériser le mode d’interaction du domaine de translocation de la

toxine botulique avec la bicouche lipidique.

Dans un premier temps nous avons vérifié que la protéine recombinante (Tm) se
repliait de facon autonome. La caractérisation structurale réalisée a pH 7 par dichroisme
circulaire a montré que Tm posseéde une structure secondaire en hélice a et qu’elle a
¢galement une structure tertiaire (« Résultats » B.1.1). Cependant, cette protéine n’est pas
soluble sur une large gamme de pH (pH 6-pH 3), recouvrant celle retrouvée dans le
compartiment endosomal. Nous avons di recourir a un surfactant fluoré¢ (C8FTAC) pour
améliorer la solubilit¢ de Tm a pH acide. Aucun changement de structure n’a pu étre
détecté en fonction du pH. Le domaine de translocation de la toxine botulique conserve
donc ses structures secondaire et tertiaire a pH acide contrairement a ce qui est observé
pour d’autres domaines de translocation de toxines de la classe A;B;"" tels que le domaine
de translocation de la toxine diphtérique qui subit des changements conformationnels
conduisant a un état partiellement repli¢ a pH acide (Chenal et al., 2002).

Dans un deuxiéme temps, la caractérisation de I’interaction de Tm avec les
membranes a été effectuée. Pour ce faire, nous avons utilisé des modeéles de bicouches
lipidiques : les LUVs. Cette étude comprend classiquement des expériences de partition
« physique » de la protéine suivies par centrifugation. Ces partitions sont basées sur une
étape d’ultracentrifugation a la suite de laquelle la protéine en solution reste en suspension
dans le surnageant alors que les LUVs ainsi que la protéine liée a la bicouche lipidique sont
dans le culot. Ce type d’approche n’a pas été possible avec Tm. Ainsi, malgré de nombreux
essais d’optimisation du protocole, la protéine est toujours retrouvée dans le culot aprés
centrifugation lors des expériences de contrdle effectuées sur la protéine en présence de
C8FTAC. Nous avons donc effectué¢ des expériences de liaison a la membrane. Dans ce
cas, on ne sépare pas physiquement la protéine en solution des protéines liées aux vésicules
lipidiques, mais on observe la liaison protéine-membrane en utilisant la spectroscopie de
fluorescence.

Ainsi, des expériences de FRET entre les Trp de Tm et le groupement Dansyl
greffé sur la téte polaire d’un phospholipide a éthanolamine ont été réalisées. De telles
expériences donnent une indication sur la proximité entre le donneur, ici la protéine et
I’accepteur, le groupement dansyl. Les expériences réalisées en présence de LUVs

anioniques (EPC/EPA 9 :1) ont montré que I’interaction de Tm avec la bicouche lipidique
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anionique est dépendante du pH et a lieu pour des valeurs de pH inférieures a pH 5,5.
Cependant, dans ce type d’expérience, le donneur et I’accepteur ne doivent pas étre trop
¢loignés pour que le phénomene de FRET puisse étre observé ; lorsqu’ils sont distants de
150 A, P’efficacité du FRET n’est plus que de 50 %. Il se peut donc que la protéine soit liée
a la bicouche lipidique pour des pHs moins acides mais que la distance Trp/Dansyl soit
trop grande pour qu’il y ait FRET.

Afin d’affiner la caractérisation de I’interaction/insertion de Tm avec des LUVs
anioniques, nous avons réalisé des expériences d’extinction de fluorescence du tryptophane
par des atomes de brome situés sur les chaines aliphatiques des lipides (sur les Carbone 9
et 10). Ces expériences ont montré que I’extinction de fluorescence du Trp par les lipides
bromés est également dépendante du pH. Elle apparait pour des pHs inférieurs a pH 5,5,
indiquant que Tm est alors situé au moins en partie, dans le coeur hydrophobe de la
protéine. Ce résultat concorde avec ceux obtenus lors des expériences de FRET
Trp/Dansyl-DHPE. D’autre part, I’ajout de 200 mM NaCl permettant de lever les
interactions de type électrostatique a été effectué lors des expériences d’extinction de
fluorescence du Trp par les lipides bromés. L’intensité de fluorescence du Trp est alors
devenue similaire quel que soit le pH. Ce résultat indique que Tm n’est plus insérée dans la
bicouche lipidique. Nous ne pouvons toutefois pas déterminer si la protéine est encore liée
a la bicouche lipidique. En effet, ’extinction de fluorescence par le Brome dépend de la
distance avec le tryptophane. La distance maximale pour qu’il y ait extinction de la
fluorescence du Trp par le Brome est de 10 A. Il se peut qu’aprés ajout de 200 mM NaCl la
protéine soit encore liée a la membrane dans la zone des tétes polaires a une distance trop
grande pour que le brome ait un effet sur ’intensité de fluorescence du Trp de Tm. Les
interactions de type électrostatique sont donc prépondérantes pour I’insertion de Tm avec
la bicouche lipidique.

L’interaction du domaine de translocation de la toxine botulique est donc
dépendante du pH et intervient a pH acide, comme c’est le cas des autres toxines
bactériennes de la méme famille. Ces toxines transitent par le compartiment endosomal
lors de leur internalisation dans la cellule hote. L’évolution de I’endosome précoce vers
I’endosome tardif implique une acidification du pH. La régulation de I’interaction du
domaine de translocation par le pH est donc li¢e a un processus physiologique de la cellule,
lequel permet a la toxine de délivrer son domaine catalytique dans le cytosol a un instant

bien défini.
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La structure de Tm en présence de LUVs anioniques a ensuite été étudiée par
dichroisme circulaire, pour des valeurs de pH comprises entre pH 7 et pH 4. Les spectres
enregistrés dans ’'UV lointain sont superposables a pH 7 et pH 6 et présentent des minima
a 208 nm et 222 nm caractéristiques d’un repliement en hélice a. Les spectres enregistrés a
pHS et pH 4 sont 1égérement différents avec un décalage de 2 nm du minimum a 208 nm.
Ce décalage peut avoir été causé par une « rigidification » des hélices o conséquente a une
augmentation de la compaction de la protéine ou bien étre un artefact di a ’augmentation
de la diffusion des LUVs a pH acide. Par conséquent, nous consideérerons ces variations
comme étant non significatives. Les spectres enregistrés dans ’'UV proche montrent que
Tm conserve une structure tertiaire en présence de LUVs anioniques méme a pH acide.
D’apres les expériences de dichroisme circulaire, Tm ne subit donc aucun changement
conformationnel important lors de son interaction avec la bicouche lipidique anionique.
Cependant les expériences de fluorescence intrinséque du tryptophane montrent que le
ratio IF360nm/IF320nm diminue avec 1’acidification du pH lorsque Tm est en présence de
LUVs anioniques. La diminution de ce ratio indique que I’environnement des Trps devient
apolaire lors de I’acidification du pH. Ce changement d’environnement peut avoir trois
causes possibles. Dans un premier cas, la compaction de Tm augmente lors de
I’acidification du pH, dans un deuxi¢me cas, ce sont des changements de structure
quaternaire qui entrent en jeu et dans un troisiéme cas, c’est ’interaction de Tm avec la
bicouche lipidique qui explique le changement d’environnement des tryptophanes. A ce
stade, nous ne pouvons pas déterminer quelle est la cause de ce changement
d’environnement des Trps de Tm en présence de membrane. Cette détermination est
d’autant plus complexe que la méme variation du ratio IFsonm/IF320nm €st €galement
observée lorsque Tm est en présence de CSFTAC. Toutefois, les expériences d’extinction
de fluorescence du tryptophane par le Brome ont montré que Tm s’insére dans la bicouche
lipidique a pH acide (pH 5,5). Il semble donc que la diminution du ratio IF360nm/IF320nm lors
de P’acidification du pH, lorsque Tm est en présence de LUVs anioniques soit causée au
moins en partie par ’insertion de la protéine dans la bicouche lipidique.

L’état fonctionnel des domaines de translocation des toxines bactériennes a activité
intracellulaire est caractérisé par leur aptitude a perméabiliser la bicouche lipidique. Cette
interaction permet le passage du domaine catalytique dans le cytosol pour y exercer son
activité. Ainsi le domaine de translocation de la toxine diphtérique déstabilise au moins la
membrane de I’endosome ou forme un pore pour le passage du domaine catalytique. Dans

le cas de I’anthrax c’est un pore composé d’un heptamére du fragment B qui se forme.
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Dans tous les cas, ’apparition de la forme fonctionnelle induit une perméabilisation
des membranes, par déstabilisation de la bicouche lipidique ou formation d’un pore de
taille définie. Un moyen d’étudier I’apparition de la forme fonctionnelle du domaine de
translocation de la toxine botulique est donc d’effectuer des expériences de
perméabilisation de vésicules lipidiques. Ces derni¢res ont montré que Tm est capable de
perméabiliser des LUVs anioniques a pH acide deés pH 5,5. La vitesse de perméabilisation
des LUVs anioniques est optimale aux alentours de pH 4. Ainsi, la forme fonctionnelle du
domaine de translocation de la toxine botulique apparait dés pH 5,5. Cette valeur de pH est
corrélée avec celle observée lors des expériences de liaison a la membrane de Tm. D’autre
part, les expériences réalisées en présence de LUVs globalement neutres ont montré que la
perméabilisation débute a pH plus acide et que la vitesse optimale de perméabilisation dans
ce cas est ~15 fois moindre qu’en présence de LUVs anioniques. Cela indique que les
interactions de type électrostatique jouent un role majeur dans la perméabilisation des
vésicules lipidiques par Tm. Ce résultat est en bonne corrélation avec les expériences
d’extinction de fluorescence et de FRET pour lesquelles I'interaction de Tm avec la
membrane se fait a pH plus acide lorsque la bicouche lipidique est globalement neutre.

La forme active de Tm apparait donc a pH acide. L’apparition de cette forme active
semble concomitante avec la liaison de Tm avec la membrane, comme le montrent les
expériences de FRET et d’extinction de fluorescence du tryptophane par les lipides
bromés. Aucun changement structural détectable par dichroisme circulaire n’est associé¢ a
I’acidification du pH et a I'interaction de Tm avec la bicouche lipidique. Cette
conservation de la structure est assez inédite pour les toxines A;B;"", parmi lesquelles on
trouve la toxine diphtérique. Le comportement de Tm en présence de membranes semble
plus proche de celui observé pour les toxines de type A;Bs ou A3;B; dont fait partie
I’anthrax. Pour ces dernicres, la perméabilisation de la bicouche lipidique est causée par la
formation d’un pore nécessitant I’oligomérisation du fragment B de la toxine. Cette
hypothése serait en bonne corrélation avec les résultats des expériences de dichroisme
circulaire et de fluorescence intrinséque du Trp. Ces expériences ont montré que Tm
conserve ses structures secondaire et tertiaire méme a pH acide. De plus, I’environnement
des Trps de Tm devient plus apolaire lors de 1’acidification du pH méme en ’absence de
membranes.

La structure particulicre de Tm présente également des similarités avec des
protéines dont I’interaction avec la bicouche lipidique est sensible a la courbure telles que

les domaines BAR de Ilamphiphysine II par exemple (Peter et al,, 2004). Ces dernicres
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sont constituées de longues hélices a coudées conférant une courbure intrinséque a la
protéine selon son grand axe (« Introduction» B.VI.4) (Fig. 68). Cette courbure est
d’autant plus prononcée lors de leur dimérisation. L’interaction des diméres de domaines
BAR avec la bicouche lipidique est sensible a la courbure de cette derniére. En effet, une
courbure de membrane adaptée a celle de la protéine va favoriser un plus grand nombre
d’interactions entre les domaines BAR et la bicouche lipidique ; I’interaction est alors plus
forte qu’en présence d’une bicouche plane par exemple Cette interaction induit également
des déformations de la bicouche lipidique. Ainsi les domaines BAR des amphyphisines et

des endophilines conduit a la formation de tubes lors de leur interaction avec les

membranes (Farsad et al., 2001), (Richnau et al., 2004).

Amphiphysin
BAR

Figure 68 : Représentation d’un dimére de domaines BAR d’amphyphisine. La
courbure intrinséque de la protéine est représentée en gris. Tiré du site internet
http://www.endocytosis.org/F-BAR_proteins/BAR-Superfamily.html.  Chaque  monomére  est
composé de trois hélices o (une verte, une rouge et une bleue). Les couleurs plus soutenues
indiquent les zones du dimere dont la charge est globalement positive.

Afin de vérifier si Tm est également sensible a la courbure de la bicouche lipidique,
nous avons réalisé des expériences de perméabilisation de LUVs de différentes tailles par
Tm. Ces LUVs ont un diamétre moyen de 100 nm, 170 nm et 280 nm. Ces expériences ont
montré que la perméabilisation par Tm a pH 4 de vésicules lipidiques anioniques est
dépendante de leur taille. Cette sensibilité a la taille des LUVs peut étre due a la courbure
intrinseque de la protéine dont I’interaction avec les membranes ne serait optimale qu’avec
des membranes dont la courbure correspond a celle de Tm. Dans cette hypothése, la
sensibilité a la courbure de la membrane permettrait outre le pH, de réguler I’interaction de
Tm avec la membrane. En effet, la toxine botulique est internalisée au niveau de la
jonction neuromusculaire vraisemblablement au niveau de vésicules synaptiques apres
qu’elles aient libéré leur contenu. Une des voies possibles du recyclage des vésicules
synaptiques implique le passage par les endosomes. Les tailles de ces différentes vésicules
lipidiques sont différentes. Une vésicule synaptique a un diamétre moyen de 50 nm, alors

que les endosomes au cours de leur évolution, changent de taille et de forme. Ainsi, lorsque
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la toxine botulique se trouve dans la vésicule synaptique, son interaction avec la membrane
est inhibée par la courbure de ce type de vésicules. Ce ne serait que lorsque la toxine se
trouverait dans le compartiment endosomal, que toutes les conditions nécessaires a
I’interaction du domaine de translocation avec la membrane seraient réunies -pH acide et
courbure optimale- pour la perméabilisation. La seconde possibilité pouvant expliquer la
dépendance en taille de I’interaction réside en 1’oligomérisation de Tm. En effet, les
expériences de perméabilisation de vésicules lipidiques de différentes tailles ont été
effectuées a un seul ratio L/P. Dans ces conditions le nombre de protéines par vésicule
lipidique varie. Ainsi a L/P 500, on compte 200 Tm pour un LUV 100 nm, 600 Tm pour
une LUV 170 nm et 1600 Tm, pour une LUV 280 nm. Dans le cas ou I’oligomérisation de
Tm serait un préalable a son interaction avec la bicouche lipidique, il est probable que le
nombre de protéines disponibles pour interagir avec les LUVs de différentes tailles soit un
facteur limitant de la perméabilisation. Enfin il se peut également que ces deux facteurs
influencent de fagon concomitante la perméabilisation de la bicouche lipidique par Tm.

De récents résultats obtenus par le groupe Mauricio Montal (Fischer & Montal,
2007a, 2007b) suggerent que le domaine de translocation de la toxine botulique forme un
pore a travers la membrane plasmique. Le domaine catalytique passerait a travers ce pore
sous une forme partiellement repliée et son repliement serait assisté apres passage de
I’autre c6té de la bicouche lipidique par la partie du domaine de translocation dépassant de
la membrane (Koriazova & Montal, 2003). Des études menées in vitro ont montré que le
canal formé par le domaine de translocation de la toxine botulique est un tétramere
(Schmid et al., 1993). Les segments transmembranaires impliqués dans la formation du
pore ont été prédits par calcul de moment hydrophobe et prédiction de structure secondaire

(595-614, 627-645, 648-691) (Fig. 3A) (Lebeda & Olson, 1994).
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Figure 69 : Représentation des régions potentiellement transmembranaires du domaine de
translocation de la toxine botulique. A Les séquences prédites par Lebeda & Olson : en bleu :
segment 648-591, en orange : segment 627-645, en rouge : segment 595-614. B. Localisation du
peptide étudié par Oblatt-Montal et collégues (659-691).

Plus particuliérement le peptide correspondant a la région 659-691 (Fig. 3B) a été
étudi¢ expérimentalement (Oblatt-Montal et al., 1995) (Fig. 9 « Introduction » A.V1.2). Ce
peptide est capable de s’insérer dans la bicouche lipidique. Cette région du domaine de
translocation n’est pas structurée et pourrait étre impliquée dans la formation des pores en
jouant un réle dans I’oligomérisation des domaines de translocation. L’implication de
régions non structurées dans la formation de pores multimériques a été observée
notamment pour l’anthrax. Dans ce cas, l’interaction de boucles entre monomeres
adjacents permet la formation du pore actif (Fig. 70). Sur la base des ces études il semble
donc raisonnable de supposer que la dépendance en taille de perméabilisation par Tm serait

plutot due a ’oligomérisation de Tm.
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pre-pore

B ¢ K397 loop ¢ D426loop @K397 ©D426 @F427

Figure 70 : Formation du pore dans le cas de ’anthrax. A. Représentation d’'un monomeére
d’antigene protecteur. Les boucles dites K397 et D426 sont représentées en bleu et rouge
respectivement. B Schémas du prépore et du pore actif formé par un heptamere de [’antigene
protecteur. L’interaction de la boucle K397 d’un monomere avec la boucle D426 d’un autre
monomeére permet la formation du pore actif. D apres Melnyk & Collier, 2006.

Des expériences de pontage au glutaraldéhyde de Tm sont en cours au laboratoire
afin de mettre en évidence cette oligomérisation. Les premiers résultats sont présentés dans
les Figures 65 et 66. Ils semblent indiquer que la protéine recombinante forme des
oligomeres a pH 7 et pH 4 en présence de C8FTAC ainsi que lorsqu’elle est en présence de
LUVs anioniques. Il semble que ces oligoméres sont des triméres, mais cela reste a
confirmer, notamment en renouvelant ces expériences de pontage au glutaraldéhyde mais
¢galement en utilisant de nouveaux agents pontants et en utilisant la technique de
chromatographie d’exclusion.

Ainsi, la dépendance en taille observée lors des expériences de perméabilisation
serait due, au moins en partiec a I’oligomérisation de la protéine. Cependant, dans ces
expériences il semble que la formation d’un trimeére de Tm soit prépondérante, ceci semble
en désaccord avec ce qui a été observé par microscopie ¢lectronique pour la toxine enti¢re
(Schmid et al., 1993). Cela pourrait étre dii au fait nous travaillons avec une partie de la

toxine et non avec la toxine entiére.
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B PESPECTIVES

Les premiers résultats montrent que Tm est capable de former des oligomeéres de
taille définie (150 kDa) qui correspondent a des trimeres (Fig. 65 et Fig. 66). Ces résultats
doivent cependant étre encore confirmés. De plus ils sont en désaccord avec les études
précédentes dans lesquelles il a été proposé que la toxine botulique forme un pore
transmembranaire composé de quatre neurotoxines.

Aucun changement de structure de Tm n’a pu étre mis en évidence par dichroisme
circulaire et fluorescence. Il est toutefois possible que des changements conformationnels
surviennent, qui ne puissent étre détectés par ces techniques spectroscopiques. Ce serait le
cas de changements dans la structure quaternaire par exemple. Des expériences de
protéolyse ménagée analysées par spectrométrie de masse sont actuellement en cours au
laboratoire. Elles sont réalisées a pH 7 et pH 4 pour Tm en présence de CS8FTAC et en
présence de LUVs anioniques. Elles ont pour but de détecter des différences dans les
profils de digestion enzymatique qui pourraient étre dues a des changements
conformationnels. L’analyse des différents profils obtenus sera effectuée par spectrométrie
de masse. La cartographie de Tm a déja été effectuée au sein du laboratoire de
Spectrométrie de Masse des Protéines de I’IBS dirigé par Eric Forest.

Afin de mieux localiser les zones impliquées dans la liaison de Tm a la bicouche
lipidique, 1’étude de mutants a débuté. Les mutations portent sur les Trps de Tm. En effet,
si les signaux de fluorescence sont différents lorsqu’un Trp est muté, cela signifie que ce
dernier est situé¢ dans une zone impliquée dans I’interaction avec la bicouche lipidique. Des
expériences d’échange Hydrogeéne/Deutérium analysées par spectrométrie de masse sont
¢galement prévues dans ce but. Le principe de ces expériences est décrit dans la partie
« Apomyoglobine ». Elles permettent de localiser les zones d’une protéine en interaction
avec la bicouche lipidique ainsi que son état conformationnel.

Il a été¢ montré récemment que la boucle du domaine de translocation enserrant le
domaine catalytique, outre son réle d’inhibiteur de I’action enzymatique pourrait jouer un
role dans la translocation (Brunger et al., 2007). Nous prévoyons également d’étudier le
role de cette boucle grace a I'utilisation d’autres formes du domaine de translocation,
notamment la protéine Ts qui ne contient pas cette boucle. La capacité de Ts a se lier a la
bicouche lipidique et a la perméabiliser sera étudiée. La comparaison des résultats avec
ceux obtenus avec Tm permettra de conclure quant a I’implication de la boucle dans la

fonction du domaine de translocation de la toxine botulique. Dans ce méme but, il est
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¢galement prévu d’étudier le mode d’interaction avec la bicouche lipidique de la protéine
recombinante contenant les domaines catalytique et de translocation de la BONT/A.

Nous envisageons également de cristalliser le domaine de translocation dans sa
forme Tm, afin de déterminer précisément sa structure lors de son insertion dans la
bicouche lipidique. Dans ce cadre nous nous intéresserons plus particuliérement a la
détermination de la zone de Tm insérée dans la bicouche lipidique. Une collaboration a
débuté avec le Laboratoire de Protéines Membranaires dirigé par Eva Pebay-Peyroula de

I’IBS a Grenoble.
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A - INTRODUCTION

L’apomyoglobine (aMb) est une protéine de 153 acides aminés contenant 8 hélices
a nommeées de A a H. (Fig. 71A) (Griko et al., 1988). C’est le membre le plus étudié¢ de la
famille des protéines a repliement de type globine. Ce repliement est caractérisé par la
présence de 6 a 10 hélices a (Holm & Sander, 1993 a et b). Certaines protéines qui sont
amenées a interagir avec les membranes pour leur fonction font partie de cette famille.
C’est le cas notamment de certains domaines de toxines bactériennes tels que le domaine
de translocation de la toxine diphtérique (Fig. 71B) (Choe et al., 1992, Bennet et al., 1994),
le domaine de formation du pore de la colicines (Fig. 71C) (Parker et al., 1989). Les
membres de la famille de Bel-2 (Fig. 71D) (Fesik, 2000), impliqués dans la régulation de

I’apoptose font également partie de cette famille.

Figure 71 : Exemples de protéines dont le repliement est de type globine : A Apomyoglobine. B.
Domaine de translocation de la toxine diphtérique. C. Domaine de formation du pore de la colicine
El. D Bcl-2. Le coeur hydrophobe de la protéine représenté en rouge (Fig. 71B-D) est littéralement
pris en « sandwich » entre deux « couches » d’hélices o amphiphiles colorées en vert et bleu

La réaction de repliement de 1’aMb est bien caractérisée (Griko et al., 1988),
(Hughson et al., 1990), (Barrick & Baldwin 1993), (Kataoka et al. 1995), (Gulotta et al.,
2003), (Jamin, 2005). Un intermédiaire partiellement replié est détecté lors de la réaction
de dénaturation de I’aMb induite par le pH. La protéine conserve ses structures secondaires
et tertiaires a pH 6 mais est completement dénaturée a pH 2. L’état partiellement replié est
stabilis¢ a pH 4, il a conservé ses structures secondaires, mais n’a plus de structure tertiaire

stable. Ce sont les caractéristiques d’un état dit « molten-globule » (Hughson ef al., 1990).
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Dans cet état les hélices A, G et H sont celles dont la stabilité est la plus grande (Eliezer et
al., 1998).

La formation d’un état « molten-globule » est un phénomeéne crucial dans I’interaction
avec les membranes des protéines de la famille globine. En effet, la stabilisation de cet état
partiellement repli¢ induit I’exposition au solvant des zones hydrophobes des protéines ce
qui a pour effet de diminuer les colt énergétique nécessaire aux changements
conformationnels requis pour I’interaction avec les membranes (Chenal et al., 2002), (van

der Goot et al., 1991).

Le but de ce travail est de caractériser le mode d’interaction de I’apomyoglobine avec les

membranes

B - RESULTATS

I - Effet du pH

L’aMb posséde deux tryptophanes situés sur 1’hélice A (Fig. 71A). La longueur
d’onde maximale d’émission de fluorescence du tryptophane (Amax) est sensible a son
environnement. Cette propriété a été utilisée pour suivre les changements conformationnels
de ’aMb en fonction du pH, ainsi que la liaison de I’aMb aux LUVs. La Figure 72 montre
la dépendance en pH du Amax pour la protéine en solution (A) et en présence de LUVs

anioniques (0).
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Figure 72 : Evolution du Amax de I’aMb en fonction du pH. Pour I’aMb (1 uM) en solution (A)

et en présence de LUVs anioniques (0) EPC/EPA (9 :1) (300 uM). Les expériences sont réalisées
en présence 30 mM NaCl.
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A pH 7, la protéine en solution (Fig. 72A) est dans sa conformation native, la valeur
de son Apax est située aux alentours de 330 nm. Cela indique que les Trps situés dans
I’hélice A sont dans un environnement relativement hydrophobe. Avec I’acidification du
pH, la valeur du An.x augmente. Une premiére transition est observée entre pH 7 et pH 4.
Le Amax atteint une valeur de 334 nm a pH 4 indiquant que les Trps sont légérement plus
exposés au solvant. L’état de I’aMb en solution a pH 4 est trés bien caractérisé (Griko et
al., 1988), (Hughson et al, 1990), (Barrick et Baldwin 1993), (Kataoka et al. 1995),
(Gulotta et al., 2003), (Eliezer et al., 1998), (Kay et Baldwin, 1998). Dans ces conditions
de pH, I’aMb a perdu sa structure tertiaire mais conserve ses structures secondaires. Une
deuxiéme transition est observée entre pH 4 et pH 2, pendant laquelle, le Amax augmente
pour atteindre une valeur proche de 344 nm : les Trps de I’aMb sont alors trés exposés au
solvant. Cette deuxiéme transition est a corréler avec la stabilisation de 1’état
complétement dépliée de la protéine a pH acide (Griko et al., 1988).

Les expériences en présence de LUVs anioniques (Fig. 720) sont réalisées a un
ratio molaire (Lipide/Protéine) L/P 300. L’évolution du Ap.x est comparable a celle de la
protéine en solution entre pH 7 et pH 5,5. En dessous de pH 5, la diminution du Apax
indique que les Trps prénétrent dans un environnement plus hydophobe. La valeur
minimale du Am.x est atteinte a pH 3,7 (327 nm). Pour des pHs plus acides, le Apax
augmente a nouveau indiquant que I’environnement des Trps redevient polaire. Cela est
sans doute causé par la levée des interactions de I’aMb avec la bicouche lipidique. Cette
inhibition de I’interaction a pH acide est reliée a la protonation des tétes polaires EPA
(pKa=2,9) qui a pour effet de changer la charge de la membrane qui devient alors

globalement neutre dans ces conditions.

II - Caractérisation de P’interaction de ’aMb avec les membranes

Des expériences de suivi du ratio des intensités de fluorescence a 365 et 320 nm
(F320/F36s) ont été effectuées en plus de celles de fluorescence intrinseque du tryptophane.
L’utilisation de ce ratio permet d’observer des changements plus fins dans I’environnement
des Trps d’une protéine. La Figure 73A montre les expériences réalisées pour 1’aMb en
solution (Fig. 73AA), en présence de LUVs anioniques a faible force ionique (30 mM
NaCl) (Fig. 73A0) et en présence de LUVs anioniques a forte force ionique (150 mM
NaCl) (Fig. 3Ae), en fonction du pH. Les expériences représentées dans la Figure 73Ao0 et
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A sont réalisées dans les mémes conditions que les expériences de fluorescence intrinseque
représentées dans la Figure 72. La comparaison de ces deux types d’expériences montre
que le Amax et le ratio F30/Fses présentent une dépendance en pH similaire. En présence de
LUVs anioniques et 30 mM NacCl (Fig. 73A0), le ratio F3,0/Fs¢s augmente entre pH 5,2 et
pH 3,5, indiquant que ’aMb interagit aves les LUVs anioniques dans ces conditions. La
contribution des interactions de type électrostatique dans la liaison de ’aMb aux LUVs a
¢été étudiée en faisant varier la force ionique. En effet, lorsque la concentration de NaCl est
plus grande, les charges présentes sont ¢écrantées inhibant ainsi les interactions
¢lectrostatiques. La Figure 73Ae® montre les résultats obtenus pour I’aMb en présence de
LUVs anioniques et 150 mM NaCl. Dans ces conditions de force ionique, le ratio Fzzo/Fses
augmente a partir de pH 4,8 contre pH 5,2 en présence de 30 mM NaCl. La pénétration des
Trps dans un environnement plus hydrophobe débute donc & pH plus acide lorsque les
interactions ¢électrostatiques sont levées. Elle a lieu entre pH 4,8 et pH 3 contre pH 5,2 et

pH 3 a faible force ionique.

3 4 5 6 7 Figure 73 : Effet de la charge et de la force
I P SR R ionique sur la liaison de I’aMb aux LUVs en
J/ A fonction du pH. Toutes les expériences ont été

@ réalisées a la méme concentration d’aMb
L (1 uM), en solution (triangles), en présence de
“"-O 1.6 4 LUVs anioniques (cercles) ou de LUVs

o globalement neutres (carrés) a faible force
L & ioniques (30 mM NaCl) (symboles blancs) et a
A forte force ionique (150 mM NaCl) (symboles
noirs). A Suivi du ratio Fs;)/Fsss. Le ratio
molaire L/P est de 300 pour les expériences
réalisées en présence de LUVs. B Expériences
de partition de l'aMb avec les membranes
suivies par centrifugation. Le ratio L/P est de
300. C Dépendance en pH des constantes de
vitesse de perméabilisation (kye,y,) de vésicules
lipidiques. Les ratios L/P utilisés sont 350 et
400 pour les LUVs anioniques et globalement
neutres respectivement. Les constantes de
vitesse ont été normalisées par rapport aux
ratios L/P. La fleche en B et C représente le
début de la liaison de ['aMb aux LUVs
détectée par les expériences de partition
suivies par centrifugation. La fleche en A et C
correspond au pH pour lequel les changements
conformationnels sont détectés  par
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La Figure 73B montre les résultats obtenus lors des expériences de partition de

I’aMb avec les LUVs suivies par centrifugation. La proportion d’aMb liée aux membranes
(aMbpound/aMbye) est représentée en fonction du pH. La quantification de la protéine est
effectuée par mesure de [lintensité de fluorescence a 330 nm. Aprés 1’étape de
centrifugation les LUVs vont se retrouver dans le culot amenant avec eux la protéine li¢e a
la bicouche lipidique. Seule la protéine restée en solution sera alors présente dans le
surnageant. Ainsi, les mesures d’intensit¢ de fluorescence a 330 nm effectuée avant
centrifugation (Fo) et sur le surnageant apres centrifugation (F) permettent de déterminer la
quantité de protéine liée a la bicouche lipidique (aMbpound) qui est alors égale a la
différence de ces deux intensités de fluorescence (F-Fy)/Fo. Le ratio aMbpoung/aMbyot
représente donc (F-Fo)/Fo.
Les expériences réalisées en présence de LUVs anioniques et 30 mM NaCl (Fig. 73Bo)
montrent que la liaison de ’aMb débute dés pH 6,5 dans ces conditions. La protéine est
compleétement li¢e aux LUVs anioniques a pH 5,5. Lorsque les expériences de partition
sont effectuées en présence de LUVs globalement neutres (Fig. 73Bo), une trés faible
liaison a la membrane est détectée aux alentours de pH 3,5. Ce résultat souligne
I’importance des interactions électrostatiques dans ’interaction de ’aMb avec la bicouche
lipidique. En présence de 150 mM NaCl (Fig. 73Be), la liaison de 1’aMb aux LUVs
anioniques est légerement décalée vers des valeurs de pH plus acides.

Ainsi, les expériences de partition de 1’aMb avec les membranes suivies par
centrifugation montrent que, en présence de LUVs anioniques et 30 mM NaCl, la liaison
de ’aMb a la bicouche lipidique débute dés pH 6,5. Toute la protéine est lice a la
membrane a pH 5,5. Les changements de fluorescence (Fig. 73A0 et Fig. 72) sont quant a
eux, observés entre pH 5,2 et pH 3,5. Il semble donc que la liaison de ’aMb aux LUVs
anioniques soit un processus a 2 étapes. Dans la premicre étape, 'aMb se lie a la
membrane (pH 6,5-pH 5,5). Cette premiere étape est délimitée par les deux fleches sur les
graphiques. Dans la deuxi¢me étape, les tryptophanes de la protéine pénétrent dans un
environnement plus hydrophobe (pH 5,2-pH 3,5). Le début de la deuxiéme étape est
indiqué par une fleche dans la Figure 73A et C.

Afin de déterminer si la liaison de I’aMb a la membrane a un effet sur la stabilité
des vésicules lipidiques, des expériences de perméabilisation ont été effectuées. L’étude de
la perméabilisation des vésicules lipidiques par 1’aMb est effectuée par suivi de la
libération d’un fluorophore, la pyranine, contenu initialement dans les vésicules lipidiques.

Un « quencher » de la fluorescence de la pyranine, le DPX, est ajouté dans le tampon
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utilisé pour les expériences. Ainsi, la libération de la pyranine dans le milieu va avoir pour
conséquence une extinction de sa fluorescence par le DPX. La diminution de I’intensité de
fluorescence de la pyranine refléte donc la perméabilisation des vésicules lipidiques par
I’aMb. Le protocole de cette expérience de perméabilisation bien que différent de celui
employé¢ lors de I’étude de I’interaction de Tm avec la bicouche lipidique, est basé sur le
méme principe : le suivi de Dl'intensité de fluorescence d’un fluorophore initalement
«enfermé » dans des vésicules lipidiques au cours du temps. Les cinétiques de
perméabilisation permettent ainsi de déterminer la constante de vitesse de perméabilisation
des vésicules lipidiques par ’'aMb (kperfo). C’est ce qui est représenté dans la Figure 73C. A
pH neutre, lorsque I’aMb n’interagit pas avec les membranes, la libération de pyranine
n’est pas observée. A faible concentration en sels en présence de LUVs anioniques
(Fig. 73Co), la perméabilisation des vésicules lipidiques est détectée a partir de pH 5,5,
c'est-a-dire lorsque toute la protéine est liée aux membranes (Fig. 73Bo). La
perméabilisation des LUVs anioniques dans ces conditions est également concomitante
avec le début de changement d’environnement des Trps (Fig. 73A0) qui a lieu lors de la
deuxiéme phase de I’interaction de ’aMb avec la bicouche lipidique. Il semble donc que la
perméabilisation de LUVs anioniques a faible force ionique soit corrélée avec la deuxieme
étape de ’interaction de 1’aMb avec les LUV anioniques.

L’aMb perméabilise trés peu les LUVs globalement neutres (Fig. 73Co), ce qui est
en bonne corrélation avec la faible liaison observée dans la Figure 73Bo. De méme que
pour les expériences de liaison (Fig. 73Be), "augmentation de la concentration en NaCl
induit un léger déplacement du début de la perméabilisation des LUVs anioniques vers des

pHs plus acides.

111 - Effet de ’aMb sur les vésicules lipidiques lors de son interaction

Le ratio L/P nécessaire a la perméabilisation des LUVs anioniques (L/P ~300) est
trés supérieur a celui requis pour les toxines bactériennes (L/P~3000) (Chenal et al., 2002).
Une plus grande quantité de protéine est donc requise pour la perméabilisation dans le cas
de ’aMb. Le mécanisme de perméabilisation des membranes par I’aMb pourrait impliquer
la formation d’un pore ou bien la fragmentation des vésicules lipidiques. Dans les deux
cas, ’extinction de la fluorescence de la pyranine serait observée lors des expériences de

perméabilisation. La fragmentation de vésicules lipidiques par I’aMb a déja été décrite
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(Lee & Kim, 1992) lors d’expériences de microscopie électronique. Ces expériences
montrent ’accumulation de micelles et la formation de larges complexes lors de 1’addition
d’aMb sur des LUVs. La fragmentation des vésicules lipidiques peut étre suivie par
diffusion de lumiere. Elle a pour effet de diminuer cette diffusion. Des expériences de
diffusion de lumiére ont donc été effectuées de fagon a suivre 1’évolution de 1’état des

vésicules lipidiques en présence d’aMb (Fig. 74).
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Le domaine de translocation de la toxine diphtérique (DT) a été utilisé comme
contrdle (Fig. 74A). Les conditions utilisées sont celles connues pour induire Ila
perméabilisation de vésicules lipidiques par DT (LUVs anioniques, L/P 3000, tampon
Citrate a pH 5) (Chenal et al., 2002). Le rapport /I, n’évolue pas en fonction du temps,
indiquant que la perméabilisation de LUV anioniques par DT ne passe pas un mécanisme
induisant la lyse des vésicules lipidiques.

Dans le cas de ’aMb, le rapport 1/Ij reste également constant en fonction du temps,
a pH 7 (Fig. 74A). Ce résultat est en bonne corrélation avec les expériences de partition
suivies par centrifugation (Fig. 73Bo) qui ont montré qu’a ce pH, I’aMb n’est pas li¢ a la
bicouche lipidique. A pH 5, le rapport décroit en fonction du temps. Cela signifie que
I’intensité de lumicre diffusée diminue avec le temps par rapport a I’intensité initiale (Io)
avant ajout de protéine. La perméabilisation des LUVs anioniques par ’aMb induit donc
une fragmentation des vésicules lipidiques. La dépendance en pH de la constante de

diffusion de lumiere (ksar) (Fig. 74B) montre que la fragmentation des LUVs anioniques
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par ’aMb débute des pH 5,5, lorsque la protéine est complétement liée a la bicouche
lipidique (Fig. 73Bo). Cela suggére que I’aMb se lie d’abord aux LUV anioniques puis les

fragmente.

IV - Changements structuraux

Des spectres de dichroisme circulaire dans UV lointain ont été effectués pour
observer I’évolution de la structure secondaire de ’aMb lors de sa liaison aux LUVs
anioniques. La Figure 75 représente les spectres de dichroisme circulaires dans 1’UV

lointain obtenus pour I’aMb en présence de LUVs anioniques a pH 7, pH 5,5 et pH 4.
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Le spectre de 1’état natif de I’aMb a pH 7 en solution (Fig. 75A---) posséde deux
minima a 208 nm et 222 nm caractéristiques d’une protéine dont les structures secondaires
sont repliées en hélices a. Le spectre obtenu en présence de LUVs anioniques a pH 7

(Fig. 75A—) est identique a celui obtenu pour la protéine en solution. Dans ces conditions,
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I’aMb n’interagit pas avec la bicouche lipidique, il était donc prévisible que la présence de
LUVs anioniques n’influe pas la structure secondaire de la protéine. Le spectre enregistré a
pH 5,5 (Fig. 75B---) pour la forme soluble de ’aMb est similaire a celui obtenu a pH 7
(Fig. 75A---). Pour la protéine en présence de LUVs anioniques a pH 5,5 (Fig. 75B—), il
n’y a pas de différence significative par rapport a la protéine seule en solution au méme pH
(Fig. 75B---). Des changements sont observés sur le spectre de I’aMb en solution a pH 4
(Fig. 75C---). Le minimum a 208 nm est légérement plus prononcé que celui a 222 nm.
Cela est dii a une diminution du contenu en hélice a de la protéine en solution a pH 4
(Griko et al., 1988), (Hughson et al., 1990), (Barrick et Baldwin 1993), (Kataoka et al.
1995), (Gulotta et al., 2003), (Eliezer et al., 1998), (Kay et Baldwin , 1998). Cependant la
structure secondaire de 1’aMb en solution a pH 4 reste trés proche de celle a pH 7. En
présence de LUVs anioniques a pH4 (Fig. 75C—), le minimum a 208 nm est légérement
plus prononcé qu’en solution, signe que la liaison de ’aMb aux LUV anioniques stabilise

la structure secondaire de la protéine.

C — CONCLUSIONS

La liaison de I’apomyoglobine a la membrane est donc un phénoméne dépendant
du pH. L’aMb interagit avec des LUVs anioniques a pH acide et la présence de lipides
chargés négativement est nécessaire a la liaison de 1’aMb.

Deux ¢étapes dépendantes du pH peuvent étre distinguées lors du processus
d’interaction de ’aMb avec les LUV's anioniques. La premicre étape a été identifiée grace
aux expériences de partition suivie par centrifugation (Fig. 73B). Elle consiste en la liaison
de I’aMb a la bicouche lipidique. La seconde étape est quant a elle, associée au
changement d’environnement des tryptophanes situés dans 1’hélice A, (Fig. 72 et Fig. 73A)
et a la perméabilisation des LUVs anioniques. Ces observations suggerent que 1’aMb est
insérée plus profondément dans la bicouche lipidique dans cette deuxieéme étape. D’autre
part, en accord avec I’étude de Lee & Kim (1992), la perméabilisation des LUVs
anioniques a pH acide est associée a leur fragmentation (Fig. 74). Les étapes de

I’interaction de ’aMb avec la bicouche lipidique sont résumées dans la Figure 76.
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Figure 76 : Schéma récapitulatif de ’interaction de I’aMb avec la bicouche lipidique.

Les ovales bleu clair représentent les Trps situées dans [’hélice A. A pH 7, 'aMb est dans sa
conformation native et n’interagit pas avec la bicouche lipidique. A pHS,5, la protéine est liée a la
membrane. Puis avec [’acidification du pH, un état partiellement replié s accumule. A pH 4, les
Trps de I’'aMb sont exposés a un milieu hydrophobe et [’aMb est plus profondément insérée dans la
bicouche lipidique.

Les spectres de dichroisme circulaire (Fig. 75) de ’aMb en fonction du pH
montrent que la protéine conserve une structure secondaire proche de celle de I’état natif
dans la gamme de pH favorable a son interaction avec les LUVs anioniques. De plus, les
expériences de fluorescence intrinséque (Fig. 72) indiquent qu’un état partiellement replié,
dit « molten-globule » de I’aMb est stabilisé en solution & pH 4 et qu’en présence de LUV
anioniques, dans les mémes conditions de pH, les tryptophanes sont dans un
environnement hydrophobe. Tout cela laisse suggérer que I’interaction de I’aMb avec les
LUVs anioniques nécessite la perte de la structure tertiaire de la protéine et la stabilisation
d’un état partiellement replié a cette étape de I’interaction avec la bicouche lipidique. Dans
cet état partiellement replié, la protéine a perdu sa structure tertiaire et conserve seulement
ses structures secondaires. Il est généralement associ¢ a la liaison des protéines
amphitropiques aux membranes (van der Goot, 1991), (Zahn et al., 1994 et 1995),
(Zakharov et al., 1998), (Chenal et al., 2002). Cependant, dans le cas présent nous n’avons
pas de preuve directe de la perte de structure tertiaire.

L’apomyoglobine a donc des caractéristiques communes avec d’autres protéines de
la famille globine telles que certains domaines de toxines bactériennes (Holm & Sander,
1993a et b). Leur interaction avec les membranes est dépendante du pH et requiert la
présence de phospholipides négatifs (Parker & Feil, 2005). De plus, cette interaction avec
les membranes est corrélée avec I’apparition d’un état partiellement replié qui a les

caractéristiques de I’état dit « molten-globule ». Cette similarité dans le mode d’interaction
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avec les membranes est particuliérement flagrante avec le domaine de translocation de la
toxine diphtérique (Chenal et al., 2002) (Montagner et al., 2007). Ainsi, le domaine de
translocation de la toxine diphtérique (DT) subit des changements conformationnels lors de
I’acidification du pH, conduisant a DI’apparition d’un état « molten-globule » apte a
interagir avec la bicouche lipidique. L’interaction de DT avec les membranes comprend
deux étapes tout comme dans le cas de I’apomyoglobine. Dans la premicre étape, la DT se
lie a I’interface de la bicouche lipidique, puis s’insére dans la bicouche lipidique a pH plus

acide dans une deuxieme étape.

Cette étude nous a permis de déterminer le mode d’interaction de 1’aMb avec les
membranes et de constater que celui-ci est commun avec celui adopté par un grand nombre
de protéines appartenant a la famille globine (certains domaines de toxines bactériennes,
les protéines de la famille de Bcl-2). Cependant, nous n’avons pas déterminé quelles
¢taient les régions de ’apomyoglobine en contact avec les lipides ni la conformation de
I’aMb liée aux membranes. Pour ce faire, nous avons décidé d’effectuer des échanges

Hydrogéne/Deutérium (H/D) couplés a une analyse par spectrométrie de masse.
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Ces expériences ont ¢té réalisées en collaboration avec le laboratoire de

spectrométrie de masse des protéines de I’'IBS a Grenoble dirigé par Eric Forest.

Le but de ce type d’expérience est de mettre au point une méthodologie permettant
de localiser les régions d’une protéine en contact avec les lipides grace a des expériences
d’échange H/D analysés par spectrométrie de masse. Pour ce faire, nous avons utilisé¢ une
protéine modele : I’apomyoglobine dont le repliement et le mode d’interaction avec la
bicouche lipidique sont retrouvés pour certaines toxines bactériennes ainsi que pour les

membres de la famille de Bel-2 impliqués dans la régulation de 1’apoptose.

A - INTRODUCTION

Les échanges Hydrogene/Deutérium (échanges H/D) apportent des informations sur
la stabilité des protéines. En regle générale ils sont couplés a une analyse par RMN ou
spectrométrie de masse pour I’étude de la dynamique et de la structure des protéines en
solution (Burns-Hamuro et al., 2005), (Cravello et al,, 2003 ). Cette méthode a déja été
employée pour I’étude de protéines amphitropiques liées aux membranes ; dans ce cas,
I’expérience d’échange H/D est couplée a la RMN (Pinheiro et al., 2000), (Halskau et al.,
2000), (Chenal et al., 2005). Cela permet de déterminer les régions de la protéine en
contact avec les lipides au résidu pres.

Cependant, I’analyse par RMN impose quelques limitations, notamment concernant
le poids moléculaire des protéines. Elle nécessite également que I’interaction protéine-
membrane soit réversible, afin de récupérer la protéine seule en solution. Or, il n’est pas
toujours possible de lever facilement de telles interactions comme c’est le cas par exemple
pour le domaine de translocation de la toxine diphtérique. Enfin, la structure tertiaire de la
protéine doit étre stable, ce qui n’est possible qu’en présence de co-facteur (les co-facteurs
sont également utilisés pour lever I’interaction proteine-membrane). La spectrométrie de
masse permet 1’analyse de protéines de hauts poids moléculaires. Sa résolution est plus
faible que celle de la RMN mais peut étre améliorée en ajoutant dans le processus
d’analyse une étape de digestion enzymatique. L’analyse de la protection contre les
¢changes isotopiques des fragments peptidiques obtenus permettra de localiser les régions
de la protéine en contact avec les lipides.

Les expériences d’échange H/D couplées a la spectrométrie de masse permettent

donc la détermination de régions de la protéine en contact avec des lipides et ce sans
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nécessité de lever I’interaction protéines-lipides ou de stabiliser la structure de la protéine
en solution. Cela en fait donc une méthode intéressante pour la détermination des régions
impliquées dans I’interaction avec la membrane de certaines protéines amphitropiques dont
I’interaction avec la bicouche lipidique requiert le passage par un état partiellement replié
dit « molten-globule ».

Pour mettre au point cette méthode nous avons choisi de travailler avec
I’apomyoglobine (aMb) dont le processus d’interaction avec la bicouche lipidique est
caractérisé (cf. Chapitre précédent). Cette interaction est dépendante du pH et se déroule en
deux étapes. L’aMb se lie d’abord superficiellement a la membrane a pH 5,5. Puis avec
’acidification du pH, un état partiellement repli¢ se forme et s’accumule. Cela conduit a
une insertion plus profonde de la protéine dans la bicouche lipidique a pH 4.

Nous nous sommes attachés a définir les régions de ’apomyoglobine impliquées
dans [Dinteraction avec des LUVs anioniques au cours des deux étapes décrites

précédemment.

B - PRINCIPES DES ECHANGES H/D

I - Les protons échangeables

Les chaines polypeptidiques contiennent différents types de protons (Fig. 77). Trois
groupes d’hydrogéne peuvent étre distingués : les hydrogénes aliphatiques et aromatiques,
les hydrogenes labiles des chalnes latérales des acides aminés et les hydrogenes des
fonctions amino et carboxy-terminale des chaines polypeptidiques. Le troisiéme groupe
comprend les hydrogenes amides des liaisons peptidiques. Les hydrogénes aliphatiques et
aromatiques ne sont pas échangeables. Contrairement aux hydrogenes labiles des chaines

latérales et ceux des liaisons amides du squelette peptidique.
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Figure 77 : Les protons dans la protéine : Sont représentés en vert les protons liés de fagon
covalente aux carbones du squelette peptidique et dans les chaines latérales des acides aminés.
Ces protons ne sont pas échangeables. Les protons colorés en bleu sur le schéma sont
échangeables contre un deutéron, mais la vitesse d’échange est trop rapide pour qu’avec le
dispositif expérimental nous ayons acces a leur échange. Enfin, le dernier type de proton que [’on
peut trouver dans une protéine est représenté en rouge. Il s’agit des protons amide de la liaison
peptidique. C’est leur échange avec les deutérons qui est observé dans ces expériences.

Les hydrogenes échangeables peuvent s’échanger avec les hydrogeénes d’un solvant
protique ou les deutériums de celui-ci, s’il est deutéré. L’échange d’un hydrogéne contre
un deutérium a pour conséquence un incrément de masse de la protéine aisément
observable par spectrométrie de masse. Les vitesses d’échange des protons des chaines
latérales sont trop rapides pour que les échanges isotopiques puissent étre observés. Ce
n’est pas le cas des protons amides. De plus, les hydrogenes des liaisons peptidiques sont
présents sur toute la longueur de la protéine et leur vitesse d’échange est variable dans une
protéine structurée. Ainsi, le suivi des échanges H/D au niveau des protons amides donne
des informations sur la structure globale et locale des protéines. Nous expliquerons cela en

détail plus loin dans ce chapitre.

I1 - Facteurs influencant la vitesse d’échange isotopique

La vitesse d’échange isotopique dépend de I’environnement, de la structure de la
protéine et de I’accessibilité au solvant. Ainsi, les protons amides situés dans des régions
non structurées d’une protéine sont échangés en quelques secondes dans du D,O a pH
neutre. Dans le cas de protons amides impliqués dans une liaison hydrogéne ou enfoui dans
le coeur de la protéine, le temps d’échange peut aller jusqu’a un mois. Il en résulte que la
vitesse d’échange isotopique diminue lorsque les protons amides sont moins accessibles au
solvant, du fait de leur implication dans des liaisons hydrogénes, de leur enfouissement
dans le cceur de la protéine ou de leur liaison aux membranes. La Figure 78 illustre

I’échange des protons amides d’une protéine avec des deutériums du solvant.
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Figure 78 : Schéma des échanges H/D au niveau des protons amides d’une protéine. Les
hydrogenes amides sont représentés en bleu sur la protéine hydrogénee.

Tout cela confere une grande sensibilité des échanges isotopiques des protons
amides pour la détection et la localisation de régions enfouies dans le cceur des protéines
ou impliquées dans la liaison a la bicouche lipidique par exemple.

La vitesse d’échange H/D est également sensible aux propriétés physico-chimiques
de I’environnement. Le pH, la nature des résidus voisins ainsi que la température sont les
principaux facteurs influencant cette vitesse d’échange isotopique. Le pH est sirement le
facteur le plus important. Ainsi, les échanges H/D sont-ils le résultat d’une catalyse acide
ou basique par les molécules d’eau. La constante de vitesse d’échange (kex) peut donc étre
exprimée comme la somme de composante acides ou basiques : ke,= ku[H'] + kou[OH]
Somme dans laquelle ky et ko sont les constantes de vitesses d’échange en milieu acide et
basique respectivement. La dépendance en pH des vitesses d’échange isotopiques est
minimale entre pH 2 et pH 3. Cela est illustré dans le Figure 79 avec I’exemple d’une

polyalanine.
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Figure 79 : Influence du pH sur la vitesse des échanges H/D. Cas d’une polyalanine D apres
Englander et Kallenbach 1984.
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En dehors de la zone ou les vitesses d’échange sont minimales, une modification
d’une unité de pH entraine une variation de la vitesse d’échange d’un facteur 10 (Bai et al.,
1993). Les variations de pH sont donc trés souvent utilisées pour faire varier les vitesses
d’échange ou encore arréter les échanges. De méme une baisse de température de 10°C
entraine la diminution de la vitesse d’échange d’un facteur 3.

En plus de leur sensibilit¢ au pH et a la température, les vitesses d’échanges des
protons amides sont également influencées par la polarité et la taille des chaines latérales
des résidus voisins. Des mesures de vitesses intrinseques d’échange ont été effectuées par
RMN pour chaque acide aminé dans diverses séquences peptidiques (Bai et al., 1993). Ces
expériences ont fourni les valeurs de vitesse d’échange intrinséque pour chaque acide

amin¢ dans un environnement peptidique donné.

III - Mécanismes des échanges H/D

L’échange isotopique dans une protéine est relativement complexe du fait de
I’inhomogénéité du milieu. D’autre part, un proton amide ne peut s’échanger avec le
milieu que s’il est accessible au solvant et n’établit pas de liaison hydrogeéne avec son
environnement. C’est le cas de protons amides présents a la surface des protéines et dans
des régions présentant une certaine flexibilité structurale ou complétement déstructurées.
Ce cas de figure est cependant rarement rencontré dans une protéine structurée pour
laquelle les protons amides sont le plus souvent impliqués dans des liaisons hydrogenes
stabilisant la structure secondaire ou enfouis dans le coeur hydrophobe de la protéine. Ce
sont des dépliements locaux ou a plus grande échelle qui permettent alors de rendre
accessibles au solvant ces protons (Engen & Smith, 2000). Ces phénomenes ont lieu grace
a ’agitation thermique qui, méme dans des conditions de stabilité optimale pour la protéine
permet des dépliements de plus ou moins grande amplitude. Dans ces conditions, I’échange
isotopique d’un proton amide relativement accessible au solvant nécessitera un dépliement
local de faible amplitude, celui au niveau d’un proton amide plus enfoui nécessitera un
dépliement global de la protéine de plus grande amplitude. Ainsi la vitesse d’échange H/D

dépend donc directement de la structure de la protéine et de sa dynamique.
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Le mécanisme d’échange H/D suit alors le chemin suivant :

Kop D,0 Ke
F(H) =—= U(H) =, — UD) —= F(D)
kCI int kop

La forme native F est complétement hydrogénée (H). L’ouverture de sa structure au
solvant dépend de sa constante de vitesse d’ouverture kop. La protéine dépliée U peut quant
a elle librement échanger ses protons avec les deutérons du solvant avec une constante de
vitesse intrinséque (ki) dépendante uniquement du résidu en question et de ses voisins et
non de la structure de la protéine. Apres I’échange, la protéine peut de replier a une vitesse
Kei.

Ainsi la constante de vitesse d’échange apparente kex peut étre décrite par la relation

suivante :

(1) = KopKint

ex
KoptKinttKg

int

Cette équation est simplifiée en considérant que kg est trés grand devant ko, pour une
protéine native. La vitesse d’échange variant entre deux limites suivant les valeurs de ki et

ke (Hvidt &Nielsen, 1966).

Dans le cas limite appelé¢ EX1, les fluctuations structurales sont lentes devant la vitesse
d’échange : ky<<k;y. La relation (1) s’écrit alors :

(2) Kex= Kop

Les cinétiques de type EX1 sont caractérisées par la corrélation entre échange isotopique et
dépliement de la protéine, indépendamment du pH. Ainsi a chaque fois qu’un segment
polypeptidique se déplie tous les protons amides s’échangent avec les deutérons du

solvant. Ce cas est trés peu fréquent pour les protéines, contrairement au mécanisme de

type EX2.
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Dans le cas limite EX2, bien plus probable pour une protéine structurée, les fluctuations
structurales sont beaucoup plus rapides que la vitesse d’échange isotopique ko >> kin
I’équation (1) s’écrit alors :

(3) Kk = kopkint =K k

ex unf

k

int

cl

Kunf est la constante d’équilibre du dépliement de la protéine. La détermination de kex avec
les valeurs de ki données dans la littérature donne directement acceés a Kynr. Ainsi la
mesure des vitesses d’échanges dans le cas d’un mécanisme EX2 donne acces a la

thermodynamique des changements conformationnels :

Kunt= Kex/Kint
Par conséquent AGup= -RTInKyns

La mesure de la vitesse d’échange donne ainsi accés a la variation d’énergie libre de

dépliement de la protéine.
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D - RESULTATS

I - Cartographie de ’apomyoglobine

Cartographier ’apomyoglobine est un préalable indispensable aux échanges H/D.
En effet, I’analyse des peptides obtenus aprés digestion enzymatique fournit des
informations a 1’échelle « locale » sur les échanges H/D. La carte peptidique obtenue apres
digestion de I’aMb par la protéase de type XIII et la pepsine est représentée dans la Figure
80. L’analyse a été réalisée par LC-MS/MS (Liquid Chromatography tandem Mass
Spectrometry). La digestion a la pepsine (représentée en gris Fig. 80) a permis d’obtenir 20
peptides couvrant la totalité de la séquence de la protéine. Cependant certains d’entre eux
sont tres longs. Cela a pour conséquence une baisse dans la résolution pour I’identification
de ces peptides, donc une perte d’information sur les échanges H/D ayant eu lieu au niveau
de ces peptides. C’est pourquoi, nous avons digéré I’aMb avec une autre protéase : la
protéase de type XIII (Fig. 80 en noir). La digestion par cette protéase résulte en 27
peptides, dont ’analyse est é¢galement réalisée par LC-MS/MS. Comme aprés digestion par
la pepsine, les peptides obtenus apres clivage par la protéase de type XIII permettent de
recouvrir la totalité de la séquence de I’apomyoglobine.

D’autre part, I’établissement de la carte peptidique apres digestion de ’aMb par ces
deux protéases montrent plusieurs peptides chevauchants. Ces peptides ont la propriété
d’avoir en commun un morceau de leur séquence soit dans leur partie N-terminale soit
dans leur partie C-terminale. Ceci est trés intéressant, notamment si les régions de la
protéine pour lesquelles ces peptides chevauchants ont ét¢ obtenus, sont impliquées dans
I’interaction de ’aMb avec la bicouche lipidique. En effet, cela permettrait d’augmenter la

précision dans la détermination des régions impliquées.
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Figure 80 : Carte peptidique de I’aMb. Les peptides obtenus par digestion par la protéase de type
XIII (noir) et la pepsine (gris) sont représentés par les fleches en dessous de la séquence de la
protéine. Les hélices A a H son représentées par des rectangles situés au dessus de la séquence
correspondante dans la protéine. Les lignes représentent les régions non structurées de [’aMb.

I1 - Cinétiques globales d’échange H/D

Dans un deuxiéme temps, les cinétiques dites globales ont été effectuées. Nous
avons choisi d’effectuer des échanges Deuterium/Hydrogene et non Hydrogene/Deutérium.
Cette méthode est utilisée moins fréquemment (Mandell et al., 1998). Nous I’avons
employ¢ de fagcon a éviter des re-échanges lors du mélange de la fraction aliquote avec la
matrice hydrogénée utilisée lors des analyses en MALDI.

Les cinétiques globales ont pour but d’observer des différences de protection contre
les échanges D/H lors des cinétiques réalisées pour 1’aMb en solution et en présence de
membranes. Ces deux valeurs de pH ont été choisies car il a été montré que
I’apomyoglobine interagit avec les membranes dans un processus a deux étapes impliquant
¢galement des changements conformationnels de la protéine (Vernier et al., 2007). Ce sont
donc quatre cinétiques d’échange D/H qui sont effectuées en paralléle : en solution et en
présence LUVs anioniques a pH 4 et pH 5,5. Le but est de comparer d’une part 1’évolution
de la masse moyenne de I’aMb au cours du temps pour un méme pH en solution et en
présence de LUVs anioniques, mais également de comparer les résultats obtenus a pH 4 et
pH 5.5.

Les expériences de cinétique d’échange D/H sont réalisées en chambre froide
(4°C). L’aMb completement deutérée dans un tampon citrate a pD 4 ou pD 5,5 est mise en
présence de LUVs anioniques (EPC/EPA 9:1) a un ratio molaire L/P300. La

concentration finale en protéine est de 26 uM. Le mélange réactionnel est incubé 2 heures
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a température ambiante. L’échange isotopique est initi¢ par dilution rapide au dixi¢éme dans
un tampon citrate hydrogéné au pH souhaité. Des fractions aliquotes sont prélevées a
différents temps (de la minute a I’heure). L’échange isotopique est alors arrété en
diminuant le pH par addition d’acide phosphorique et congélation rapide des fractions dans
I’azote liquide. Les échantillons sont ensuite conservés a -20°C avant analyse par
spectrométrie de masse MALDI (Matrix-Assisted Laser desorption Ionization). Chaque
¢chantillon est décongelé et 0,5 uL sont déposés sur la plaque et mélangés avec la matrice
du MALDI composée d’acide sinapinique. Le mélange est rapidement séché sous flux
d’azote. Le spectre MALDI est ensuite acquis. Trois mesures sont réalisées pour chaque
¢chantillon, avec une calibration externe. Cette procédure est répétée pour chaque
¢chantillon. Les trois masses mesurées pour chaque temps de cinétique sont moyennées.
Ainsi, c’est I’évolution de la masse moyenne qui est représentée en fonction du temps

(Fig. 81).
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Figure 81 : Cinétiques globales d’échange D/H a pH5,5 (a) et pH 4 (b) effectuces pour ['aMB en
solution et en présence de LUVs anioniques (EPC/EPA 9 :1) a un ratio molaire L/P 300. Les
inserts montrent les mémes cinétiques avec une échelle logarithmique pour le temps en abscisse.
Les symboles ont la signification suivante : aMb en présence de LUVs anioniques a pH 4 (1), aMb

en solution a pH 4 (V); aMb en présence of LUVs anioniques a pH 5.5 (0); aMb en solution a
pH 5.5 (e).

L’apomyoglobine posséde 265 protons échangeables dont 149 protons amides. La
masse moléculaire de I’aMb hydrogénée est de 17331 Da. Les masses attendues pour la
protéine sont donc de 17596 Da et 17480 Da lorsque tous les protons échangeables de
I’aMB sont deutérés et seuls les protons amides ont été remplacés par des deutériums
respectivement. Selon les conditions expérimentales, la masse moyenne de ’aMb au temps
0 h de la cinétique varie entre 17470 et 17490 Da. Ces masses mesurées sont trés proches
de celle attendue pour I’aMb deutérée sur tous ses protons amides (17480 Da). De plus, le

pourcentage d’erreur en spectrométric MALDI-TOF est estimé a 0,1%. Nous pouvons
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donc considérer que au commencement des échanges isotopiques I’aMb est complétement
deutérée uniquement sur ses protons amides. Les protons échangeables des chalnes
latérales sont donc tous hydrogénés. Leur échange isotopique trés rapide, a tres
probablement eu lieu lors du mélange de la fraction aliquote avec la matrice hydrogénée
lors du dépot sur la plaque.

La Figure 81a et b montre que aprés une minute d’échange, les masses moyennes
sont comprises entre 17385 et 17395 Da selon les conditions expérimentales. Cela signifie
que nous aurons seulement acces a 40 % de 1’échange isotopique des protons amides. La
majorité des protons amides (60 %) a été échangée dans cette premiere minute de cinétique
et le dispositif expérimental ne nous permet pas d’y accéder. D’autre part, dés une minute
de cinétique, la masse moyenne mesurée en présence de LUVs anioniques est 1égérement
supérieure a celle mesurée lorsque I’aMb est en solution, a pH 4 et pH 5,5. Cette différence
est plus visible dans les inserts de la Figure 81a et b. Cela indique que I’interaction de
I’aMb avec la bicouche lipidique ralentit les échanges H/D. Cette différence est plus
prononcée a pH 4. Cela indique une plus grande protection contre les échanges isotopiques
de la protéine en présence de membranes.

A pH 5,5 (Fig. 81a), quelques amides sont encore protégés de 1I’échange isotopique
a 50 h de cinétique. L’insert de la Figure 81b montre les expériences réalisées a pH4. Dans
ce cas, quelques amides sont encore protégés de 1’échange H/D au bout de 50h de
cinétique. Cependant, la différence de masse pour I’aMb en solution et en présence de
LUVs anioniques est d’environ 25 Da. Cela laisse supposer que a pH 4, la protection
contre les échanges H/D est plus grande qu’a pHS5,5. Ces résultats sont en bonne
corrélation avec ceux obtenus précédemment (Vernier et al., 2007). En effet, il a été
montré que I’aMb interagit avec la bicouche lipidique en deux étapes dépendantes du pH.
Dans une premiére étape, entre pH 6,5 et pH 5,5, la protéine se lie a la bicouche lipidique
de fagon superficielle. Avec [D’acidification du pH I’aMb subit des changements
conformationnels conduisant a ’accumulation d’un état partiellement replié a pH 4, c’est
alors que la protéine s’insére plus profondémment dans la bicouche. Cette insertion plus
profonde dans la bicouche explique la plus grande protection contre les échanges

isotopiques observée a pH 4.
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I1I - Cinétiques locales d’échange H/D

Afin de localiser les régions de I’apomyoglobine impliquées dans I’interaction avec
la bicouche lipidique, des cinétiques locales ont été réalisées. L’échange isotopique se
déroule de la méme fagon que celle décrite pour les cinétiques globales. Cependant une
étape supplémentaire est ajoutée avant analyse par spectrométrie de masse. Les fractions
recueillies aprés 3 h, 6 h, 11 h, 25 h et 34 h de cinétique sont digérées par la pepsine et la
protéase de type XIII. Ces deux digestions résultent en un recouvrement complet de la

séquence de I’aMb (Fig. 80).

I11.1 - Détails de profils isotopiques pour des ions doublement chargés : exemple du

peptide 8-15

La comparaison des profils isotopiques moyens obtenus pour chaque peptide dans
les différentes conditions testées permet également d’observer s’il existe des différences de
deutération dues a I’interaction de I’aMb avec les LUVs anioniques. Cette analyse des
cinétiques locales donne une estimation de I’influence des vésicules lipidiques sur la
vitesse d’échange particulicrement dans le cas d’ions simplement ou doublement chargés.
La Figure 82 montre les profils isotopiques obtenus pour le peptide 8-15apH 4 et pH 5,5 a
3 h, 11 h et 34 h de cinétique en solution (bleu) et en présence de LUV anioniques (noir).
A pH 4, en solution, les profils isotopiques de la protéine en solution sont déplacés vers des
masses plus faibles tout au long de la cinétique (Fig. 82 bleu). Cela indique que les
deutérons présents initialement sur le peptide s’échangent avec les protons du solvant. Au
contraire, en présence de LUVs anioniques (Fig. 82 noir), la valeur m/z du profil évolue

peu : le peptide est protégé des échanges isotopiques.
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Figure 82: Détails des profils isotopiques obtenus pour un ion doublement chargé
correspondant au peptide 8-15. Les différences entre les profils isotopiques du peptide 8-15 sont
obtenues pour les cinétiques d’échange isotopique effectuées pour ’aMb en présences de LUVs
anioniques (noir) et en solution (bleu) a pH 4 et pH 5,5 apres 3 h, 11 h et 34 h de cinétique.

A pH 5,5, I’évolution des profils isotopiques est la méme au cours du temps pour
les cinétiques effectuées sur 1’aMb en solution et en présence de LUVs anioniques. 11 est
remarquable de noter que la diminution de la masse moyenne en présence de LUVs
anioniques (Fig 82 noir) est plus la conséquence de I’¢largissement du profil isotopique

que celle d’un réel déplacement du profil vers des valeurs plus faibles de m/z.

Cette évolution est plus visible lorsque les profils isotopiques obtenus a différents
temps sont superposés pour chaque condition (Fig. 83). Ainsi, en absence de LUVs, le
déplacement des profils isotopiques vers des valeurs m/z plus faible est évident a pH 4 et
pH 5,5. En présence de LUVs, a pH 4, le décalage du profil isotopique vers des valeurs de
m/z est trés faible ente 3 h et 35h de cinétiques. A pH 5,5 en présence de LUVs
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anioniques, on observe un élargissement du profil isotopique vers des masses plus faibles

au cours du temps.

H 4.0 H 5.5
aMb - LUVs 4 P

aMb + LUVs

540 541 542 543 544 545 miz 540 541 542 543 544 545 miz
540 541 542 543 544 545 miz

540 541 542 543 544 545 miz

Figure 83 : Evolution de ’enveloppe isotopique du peptide 8-15 en fonction du temps d’échange
D/H : 3 h (rouge), 11 h (vert), 34 h (noir) a pH4 et pH 5,5. Le profil isotopique du peptide
completement hydrogéné est représenté en gris.

L’analyse des profils isotopiques (Fig. 82 et Fig. 83) permet donc de montrer I’'implication

d’un peptide dans I’interaction avec la bicouche lipidique.

111.2 - Evolution de la masse moyvenne de peptides apreés digestion enzymatique de
’aMB

L’évolution de la masse moyenne de certains de ces peptides est montrée dans la
Figure 84(a) et (b). L’analyse des peptides obtenus est réalisée en LC-MS/MS tout comme
pour la cartographie de ’aMb. Les peptides sont €élués sur une colonne en phase inverse
(C18) puis analysés directement apres séparation. Dans ce cas, I’analyse est réalisée sur un
spectrometre a trappe a ions et le mode d’ionisation est I’ESI (ElectroSpray lonization).
Nous ne montrerons ici que quelques exemples de résultats qui illustrent les analyses
effectuées sur tous les peptides.

La Figure 84 représente 1’évolution dans le temps de la masse moyenne de peptides
couvrant deux régions de I’apomyoglobine. La premiere est ’hélice A qui est ’hélice a

I’extrémité N-terminale de la protéine et la seconde, I’hélice G qui constitue la partie la
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plus hydrophobe de la protéine. La comparaison des protections contre les échanges

isotopiques en présence de LUVs a pH 5,5 (cercles) et a pH 4 (triangles) donne des

informations sur I’implication des peptides dans I’interaction avec la bicouche lipidique.
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Figure 84a : Cinétiques d’échange D/H locales pour des peptides obtenus aprés digestion a la
pepsine ou la protéase de type XIII. Les résultats sont ceux obtenu.pour dess peptides issus de la
région de I’hélice A de I’aMb. Les graphiques représentent [’évolution de la masse moyenne des
peptides lors de cinétiques allant de 3 h a 34 h d’échange isotopique. La numérotation en haut a
droite de chaque graphique indique le premier et le dernier résidu du peptide dans la numérotation
de la protéine entiére. Les symboles ont la signification suivante : aMb en présence de LUVs

anioniques a pH 4 (1), aMb en solution a pH 4 (V); aMb en présence of LUVs anioniques a pH
5.5 (o), aMb en solution a pH 5.5 (e).

L’évolution de la masse moyenne des peptides issus de I’hélice A est montrée
Figure 84a. Aucune différence significative de masse n’est observée pour le peptide 16-30
par comparaison des résultats obtenus pour la protéine seule en solution et en présence de
membranes, a pH 4 et pH 5,5. Le peptide 16-30 n’est donc pas impliqué dans I’interaction
de I’aMb avec la bicouche lipidique. Cela est confirmé par le résultat obtenu pour le
peptide 18-30 pour lequel la présence de LUVs anioniques n’a pas d’effet sur 1’échange
isotopique. La région allant du résidu 16 au résidu 30 de ’aMb n’est donc pas impliquée

dans une interaction directe entre aMb et bicouche lipidique a pH 5,5 et a pH 4.
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Concernant la région 8-15 de ’aMb, la présence de LUVs anioniques induit une
protection contre les échange isotopiques a pH 5,5 (Fig. 84a disques) et pH 4 (Fig. 84a
triangles). Cette protection contre les échanges H/D est plus importante a pH 4 qu’a
pH 5,5, indiquant vraisemblablement une interaction plus étroite avec la bicouche lipidique
a pH 4. Cette région de ’aMb est donc impliquée directement dans I’interaction avec les
LUVs anioniques a pH 5,5 et a pH 4. Ce résultat est confirmé par I’é¢tude du peptide
chevauchant 11-15 pour lequel I’évolution de la masse moyenne en fonction du temps de la
cinétique montre également a 35 h de cinétique, une protection contre les échanges H/D en
présence de membranes a pH 4, mais pas a pH 5,5. En effet, la différence de masse pour
I’aMb en solution et en présence de LUV anioniques dans ce cas, n’est pas significative.

Le résultat obtenu pour le peptide 11-15 permet de mieux définir les régions de
I’hélice A qui interagissent avec la bicouche lipidique. Ainsi, grace a 1’étude des peptides
chevauchant 8-15 et 11-15, il est possible de conclure que la région 8-11 interagit avec la
bicouche lipidique a pH 4 et pH 5,5. Cependant, le peptide 11-15 n’étant pas protégé
contre les échanges isotopiques a pH 5,5, seule la région 8-11 est impliquée dans
I’interaction avec la bicouche lipidique a pH 5,5. La région 16-30 couvrant la partie C-
terminale de I’hélice A et une partie de I’hélice B n’est pas impliquée.

La Figure 84b montre les résultats obtenus pour la région C-terminale de la protéine
(hélice G et une partie de I’hélice H, résidus 108 a 135). Le suivi de I’évolution des masses
moyennes des peptides 108-114, 108-138, 111-138 montre une protection contre les
¢changes isotopiques a pH4 (triangles), mais pas a pH 5,5 (cercles). Ces régions couvrant
les hélices G et une partie de 1’hélice H (108-138) sont donc impliquées dans I’interaction
de I’aMb avec les LUVs anioniques seulement a pH 4. Cependant 1’étude des peptides
chevauchant 112-138 et 115-138 indique une tres faible protection de ces peptides contre
les échanges isotopiques a pH 4. Donc, la région 108-111 de I’aMb (située dans I’hélice G)
est trés protégée des échanges isotopiques a pH 4 et la région 108-115 est plus faiblement
protégée. Cependant, dans ce cas, nous ne pouvons pas déterminer plus précisément

I’étendue de la région interagissant faiblement avec la bicouche lipidique.
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Figure 84b : Cinétiques d’échange D/H locales pour des peptides obtenus aprés digestion a la
pepsine ou la protéase de type XIII. Les résultats sont ceux obtenus pour des peptides de deux
régions de ’aMb impliqués dans [’interaction avec la bicouche lipidique.Les peptides issus des
hélices G et H de I’aMb. Les graphiques représentent I’évolution de la masse moyenne des peptides
lors de cinétiques allant de 3h a 34h d’échange isotopique. La numérotation en haut a droite de
chaque graphique indique le premier et le dernier résidu du peptide dans la numérotation de la
protéine entiere. Les symboles ont la signification suivante : aMb en présence de LUVs anioniques
apH 4 (1), aMb en solution a pH 4 (Y ); aMb en présence of LUVs anioniques a pH 5.5 (0); aMb
en solution a pH 5.5 (e).

La caractérisation des deux états de I’aMb liée aux LUVs anioniques (pH 5,5 et
pH4) a été effectuée par échange H/D couplé a la spectrométrie de masse. Elle a
¢galement été réalisée pour la protéine en solution dans les mémes conditions de pH. Les
effets de I’interaction de ’aMb avec les LUVs anioniques ont été détectés a pH 4 et pH 5,5
(Fig. 83). Les échanges effectués en présence de LUVs anioniques sont plus lents qu’en

solution. A pH 5,5, les cinétiques observées en présence de LUVs anioniques sont moins
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de dix fois plus lentes que celles en solution. A pH 4, les cinétiques sont 100 fois plus
lentes en présence de LUVs anioniques. Ce résultat est en bonne corrélation avec une
interaction plus forte de I’aMb avec la bicouche lipidique dans ces conditions de pH.
L’analyse effectuée sur les autres régions de la protéine a montré qu’elles n’étaient pas

impliquées dans ’interaction de I’aMb avec les membranes.

D — CONCLUSIONS

Les expériences de cinétique d’échanges H/D suivies de digestion enzymatique et
couplées a une analyse par spectrométriec de masse electrospray ont permis de déterminer
les régions de I’aMb impliquées dans I’interaction avec la bicouche lipidique a pH 4. Ces
régions correspondent aux hélices A et G. (Fig. 85). A pH 5,5 il a été établi que seule
I’hélice A interagit avec les membranes. A ce pH, I’aMb est dans une conformation proche
de celle de I’état natif (Vernier et al., 2007). L’hélice G, qui est la partie la plus
hydrophobe de la protéine est donc enfouie dans le coeur hydrophobe de la protéine : elle
ne peut donc pas interagir avec le bicouche lipidique. La Figure 85 montre les régions de

I’aMb impliquées dans I’interaction de la protéine avec les membranes.

Figure 85 : Régions de I’aMb impliquées
dans [Dinteraction avec les membranes
(PDB Id 1UFP). Les lettres A a H
représentent les huit hélices de la
protéine du N-terminal vers le C-
terminal. Les régions impliquées dans
Iinteraction de ['aMb avec les LUVs
anioniques sont représentées du jaune au
rouge pour des interactions faibles a
fortes déterminées d’apres les cinétiques
locales.

Afin de confirmer 1’état conformationnel de ’aMb en interaction avec les LUVs
anioniques a pH 5,5, nous avons comparé les cinétiques effectuée a pH4 et pH5,5.
Cependant la vitesse d’échange isotopique est influencée par le pH (cf.§B.2). Ainsi, la
vitesse intrinseque d’échange isotopique est environ 30 fois plus élevée a pH 5,5 qu’a
pH 4. Ainsi, pour un méme temps d’échange expérimental, le temps effectif d’échange a

pH 5,5 est 30 fois plus élevé que celui a pH 4. Afin de prendre en compte 1’effet du pH sur
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la vitesse intrinséque d’échange, nous avons multiplié par 31,4 les temps expérimentaux
des cinétiques d’échange réalisées a pH 5,5 et créé une échelle de temps normalisée
(Fig. 86). Ainsi la comparaison directe des cinétiques effectuées a pH 4 et pH 5,5 est
possible.

La cinétique a pH 5,5 en solution (Fig. 86a e) est bien plus lente qu’a pH 4
(Fig. 86aV¥). Cela est dii au fait qu’en solution ’aMb est dans un état dit « molten
globule » a pH 4, a pH 5,5 sa conformation trés proche de celle de I’état natif protege les
protons amides des échanges isotopiques. En présence de LUVs anioniques, la cinétique
globale est plus lente a pH 5,5 (Fig. 86bo) qu’a pH 4 (Fig. 86bLJ) alors que I’interaction de
I’aMb avec la bicouche lipidique est plus faible. D’autre part, bien que la cinétique soit
plus rapide a pH 4, elle atteint un plateau plus élevé qu’a pH 5,5. Cela montre que bien que
la protéine est partiellement repliée a pH 4, certains protons amides sont encore plus
protégés des échanges isotopiques que lorsque la protéine est dans une conformation

proche de I’état natif. Cette protection est due a I’interaction avec la bicouche lipidique.

@)

17390

N ® o
£ X
17370 1y
v ° L
®
v
17350 . T " AT Figure 86 : Cinétiques globales d’échange D/H
0 25 50 300 600 pour I’aMb en solution (a) a pH4 (V) et pH 5,5
"Normalized" time (hrs) (®) et en présence de LUVs anioniques (b) a pH 4
(b) (U) et pH 5,5 (o). Les échelles de temps ont été
normalisées (le temps expérimental d’échange est
% multiplié par 31,4 a pH 5,5) afin de tenir compte
17390 150 o de linfluence du pH sur les vitesses d’échanges
© intrinseques.
] v o)
= v v
17370 - o
O
T T T ///' 1
0 25 50 300 600

"Normalized" time (hrs)

188



Apomyoglobine

Il a été précédemment déterminé que l’interaction de I’aMb avec la bicouche
lipidique est un processus a deux étapes dépendant du pH (Vernier et al., 2007). Dans une
premicre étape, la protéine se lie a la bicouche lipidique. Les expériences de partition
suivies par centrifugation ont montré que toute la protéine est liée a la membrane a pH 5,5
(Fig. 73B). Puis avec D’acidification du pH D’insertion dans la bicouche devient plus
profonde (Fig. 72 et 73A). L’aMb est alors capable de perméabiliser la bicouche lipidique
(Fig. 73C). A pH4 I’aMb est partiellement repliée en solution (Fig. 72) alors qu’en
présence de LUVs anioniques les tryptophanes sont dans un environnement hydrophobe,
suggérant ainsi que I’interaction que I’interaction de I’aMb avec les membranes nécessite
la perte de sa structure tertiaire. Cependant I’étude biophysique n’a pas fourni de preuve
directe de la perte de structure tertiaire de 1’aMb lors de son interaction avec les
membranes. Les expériences d’échange Hydrogeéne/Deurtérium analysées par
spectrométrie de masse ont permis de déterminer les régions de I’aMb en contact avec les
lipides (Fig. 85). Elles ont également montré que la protéine a une conformation proche de
I’état natif dans la premicre phase de I’interaction (pH 5,5) alors qu’elle est partiellement
repliée lors de son insertion dans la bicouche lipidique (pH 4) (Fig. 86). La Figure 87

récapitule les étapes de I’interaction de I’aMb avec les membranes.

(T (AL
IR S I

Figure 87 : Schéma récapitulatif de Dinteraction de I’aMb avec les membranes. A pH 7, la
protéine est dans sa conformation native et n’interagit pas avec la bicouche lipidique. A pH 5,5,
[’aMb interagit avec les membranes via I’hélice A et conserve une conformation proche de I’état
natif. A pH 4, la protéine est partiellement repliée ce qui permet a [’hélice G d’interagir avec la
bicouche lipidique conjointement avec ['hélice A. Les couleurs de hélices sont les suivantes :
Hélice A : jaune, Hélice B : orange, Hélice C : rouge, Hélice D : violet, Hélice E : bleu, Hélice F :
bleu-vert et Hélice G : vert. Les tryptophanes de [’hélice A sont colorés en gris.

A pH 7, ’aMDb est dans sa conformation native et n’interagit pas avec la bicouche
lipidique. Puis a pH 5,5, la protéine dont la conformation est proche de la conformation

native, se lie a la membrane par I’intermédiaire de 1’hélice A (en jaune Fig. 87). Avec
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I’acidification du pH, I’aMb perd sa structure tertiaire. L’hélice G (en vert Fig. 87),
jusqu’alors enfouie dans le cceur hydrophobe de la protéine est alors disponible pour
interagir avec les membranes. Ainsi, & pH 4, I’hélice A interagit avec la bicouche lipidique
conjointement avec I’hélice G: c’est la deuxiéme étape de linteraction de 1’aMb.
L’insertion de ’aMb dans la bicouche est alors plus profonde. Le processus de liaison aux
membranes de I’aMb possede des caractéristiques comunes avec celui adopté par certaines

protéines amphitropiques.

Les expériences d’échange Hydrogéne/Deutérium analysées par spectrométrie de
masse permettent donc de déterminer les régions d’une protéine en interaction avec les
membranes. Ce type d’expériences donne également des indications sur la conformation de
la protéine liée a la membrane. A ce jour, nous appliquons cette méthode a 1’étude du
domaine de translocation de la toxine diphtérique. L’interaction de cette protéine avec la
bicouche lipidique est également dépendante du pH et requiert des changements

conformationnels conduisant a un état partiellement replié.
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La toxine botulique est une toxine bactérienne a activité intracellulaire dont I’action
peut étre décomposée en quatre étapes. Elle se lie tout d’abord a son récepteur a la surface
de la cellule nerveuse puis est internalisée par endocytose. Son domaine de translocation
interagit ensuite avec la membrane du compartiment endosomal permettant ainsi le passage
du domaine catalytique dans le cytosol ou il exercera son activité. L’étude présentée dans
ce manuscrit porte sur I’insertion du domaine de translocation dans les membranes. Ce
dernier a été produit sous forme de protéine recombinante (Tm) a partir d’un geéne de
synthése dont la séquence a été optimisée pour I’expression dans E. coli. Les spectres de
dichroisme circulaire enregistrés pour Tm a pH 7 en solution, ont montré que la protéine
posséde une structure secondaire majoritairement en hélice o ainsi qu’une structure
tertiaire en accord avec la structure cristallographique (Lacy et al., 1998).

Les expériences de liaison aux vésicules lipidiques suivies par spectroscopie de
fluorescence ont montré que la liaison de Tm a la bicouche lipidique est dépendante du pH
et a lieu dés pH 5,5. L’apparition de 1’état fonctionnel du domaine de translocation a été
détectéepar des expériences de perméabilisation de vésicules lipidiques. Ces dernicres ont
montré que Tm est capable de perméabiliser des vésicules lipidiques a pH acide. Ce
résultat est en bonne corrélation avec I’hypothése selon laquelle la neurotoxine botulique
passerait par les endosomes dont I’acidification permettrait 1’interaction du domaine de
translocation avec la membrane. La perméabilisation par Tm de SUVs dont le diameétre est
du méme ordre de grandeur que celui des vésicules synaptiques (~50 nm) est trés faible
devant celle observée pour les LUVs. 11 semble donc que, outre le pH, la courbure de la
bicouche lipidique constitue également un niveau de régulation de I’insertion de Tm. Ainsi,
par comparaison avec le trajet suivi par la toxine botulique dans la cellule, on peut
raisonnablement supposer que cette dernieére n’est pas « fonctionnelle » dans les vésicules
synaptiques méme lorsque leur pH est acidifi¢ lors de I’étape d’accumulation de
neurotransmetteur. Le domaine de translocation de la toxine botulique pourrait alors
s’insérer seulement dans la membrane de I’endosome a pH acide.

La toxine entre dans la cellule nerveuse par les vésicules synaptiques conduisant a
leur recyclage. Une des voies possibles du recyclage de ces dernicres est le passage par les
endosomes ou les conditions de pH et de courbure de la membrane sont favorables a
I’insertion du domaine de translocation.

Les spectres de dichroisme circulaire enregistrés lorsque Tm est en présence de
LUVs anioniques a pH acide ne montrent pas de changements de structure secondaire et

tertiaire. Ainsi, la protéine ne passe pas par un état partiellement repli¢ pour interagir avec
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la bicouche lipidique comme c’est le cas pour d’autres toxines. Il reste néanmoins probable
que Tm subisse des changements de structure quaternaire lors de son insertion dans les
membranes ; ces derniers n’étant pas détectés par cette technique spectroscopique. Les
résultats préliminaires des expériences de pontage au glutaraldéhyde vont dans le sens
d’une oligomérisation de Tm. Il semble donc que I’interaction de Tm avec les membranes
passe par une oligomérisation et non par un état partiellement replié comme c’est le cas du
domaine de translocation de la toxine diphtérique. L’oligomérisation doit cependant étre
mieux caractérisée. De nouvelles expériences de pontage utilisant d’autres agents pontants
sont prévues ainsi que des expériences de chromatographie d’exclusion. Enfin, la
cristallisation de Tm inséré dans la bicouche lipidique est également envisagée. Cette
derniere est possible dans ce cas, car la protéine conserve sa structure tertiaire lorsqu’elle
interagit avec la bicouche lipidique. L’optimisation des protocoles de purification et I’étude

de la stabilité de la protéine a pH acide sont en cours dans ce but.

La structure des protéines amphitropiques est trés souvent finement caractérisée en
solution contrairement a celle de D’état lié a la membrane. La difficulté¢ réside
essentiellement dans 1’état partiellement replié qu’adoptent nombre de ces protéines lors de
leur interaction avec la bicouche lipidique. La mise au point d’une méthode d’analyse
d’expériences d’échange Hydrogéne/Deutérium par spectrométrie de masse nous a permis
de déterminer les régions de I’apomyoglobine en interaction avec les lipides. De plus, ce
type d’expériences donne des indications sur la conformation de la protéine liée a la
membrane.

L’apomyoglobine appartient a la famille des protéines a repliement de type globine
dont font également partie les membres de la famille de Bcl-2, les domaines de formation
de pores des colicines, et chez certaines toxines bactériennes comme le domaine de
translocation de la toxine diphtérique par exemple.

L’interaction de I’apomyoglobine avec la bicouche lipidique est un processus a
deux étapes dépendant du pH qui présente des caractéristiques communes avec celui
observé pour d’autres protéines de la méme famille, dont certains domaines de toxines
bactériennes. Dans un premier temps, la protéine se lie a la bicouche lipidique (pH 5,5),
puis avec I’acidification du pH, elle s’insére plus profondément (pH 4). Les expériences
d’échange H/D ont ét¢ menées sur I’aMb en interaction avec des LUVs anioniques a
pH 5,5 et pH4. L’analyse par spectrométric de masse a montré que seule 1’hélice

amphiphile A est en contact avec les lipides dans la premiére phase de I’interaction de
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I’aMb avec la bicouche lipidique (pH 5,5). Elle a également permis de déterminer que lors
de sa liaison a la membrane I’aMb posseéde une conformation trés proche de I’état natif. A
pH 4, lorsque la protéine est plus profondément insérée dans la bicouche lipidique, I’aMb
est dans un état partiellement replié et n’a plus de structure tertiaire stable. L ’interaction de
I’aMb se fait alors via I’hélice A et I’hélice G. L’hélice G est hydrophobe et ne devient
disponible pour I’interaction avec la bicouche lipidique que lorsque la protéine a perdu sa
structure tertiaire.

L’analyse d’échange H/D par spectrométric de masse semble donc étre une
méthode prometteuse pour la localisation de régions de protéines en interaction avec la
bicouche lipidique ainsi que la détermination de la conformation de I’état li¢ a la
membrane. Cette méthode présente de nombreux avantages. Elle n’impose pas de limite de
masse moléculaire des protéines, ne nécessite pas la présence d’une structure tertiaire
stable et est donc applicable a des protéines partiellement repliées et sa mise en ceuvre en
est relativement aisée. Cette méthode pourra donc vraisemblablement étre facilement
appliquée a un grand nombre de protéines. Nous sommes actuellement en train de
I’appliquer au domaine de translocation de la toxine diphtérique dont I’interaction avec la

bicouche est plus étroite que celle de I’aMb.
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Annexe 1 : Alignement de la séquence native du domaine de translocation Tl de BoNT/A et de la
séquence du géne de synthése optimisé pour ’expression chez E. coli.

La séquence native du domaine de translocation Tl est en minuscule, celle du gene de
synthese est en majuscule. Le vert correspond a une adénine, le rouge une thymine, le noir
une guanine et le bleu une cytosine. Les bases identiques entre les deux séquences sont
surlignées. La séequence codante en acides aminés est représentée entre les deux séquences
d’ADN. Les cadres noirs représentent les mutations incorporées dans la séquence native

(en

majuscules)

avant optimisation, la sequence Shine-Dalgarno

(gctacggaggca/gcGACCGAAGCG) et la cystéine 791 mutée en sérine. Les fleches
indiquent les positions des deux autres constructions Tm et Ts du domaine de

translocation.
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ANNEXE 2
B.
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Annexe 2 : Purification du domaine Tm par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel
A. Electrophorese sur gel de polyacrylamide 10% coloré au bleu de Coomassie.
B. Immunodétection apres électro-transfert sur membrane avec un Anticorps anti-poly-histidine.

1. Fraction 10 mM d’imidazole

2. Fraction 50 mM d’imidazole
3. Fraction 500 mM d’imidazole
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ANNEXE 3
B.

kDa kDa
250 250
150 150
100 100
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50 50

37 37

25 25

Annexe 3 : Purification de la protéine Tm : étapes :
A. Electrophorese sur gel de polyacrylamide 10% coloré au bleu de Coomassie.
B. Immunodétection apres électrotransfert sur membrane avec un anticorps anti-poyl- histidine.

1 : Dialyse aprés chromatographie d’affinité

2 : Chromatographie d’exclusion S100
3 . Dessalage des protéines sur colonne G25 SF
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Behavior of the N-Terminal Helices of the Diphtheria Toxin T Domain during the
Successive Steps of Membrane Interaction’
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ARSTRACT. During mtoxication of a cell, the translocation {T) domamn of the diphtheria toxm helps the
passage of the catalytic domain acress the membrane of the endosome into the cytoplasm. We have
investigated the behavior of the N-terminal region of the T doman during the sucecessive steps of ifs
inferaction with membranes at acidic pH usinz tryptophan fluorescence. its quenching by brominated
lipids. and trypsin digestion. The change 1 the enviromment of this region was montiored using mutant
W2BILF carrving a single nairve wyvpiophan at postiton 206 af the tip of helix THI. The mtrmsic propensity
to mteract with the membrane of each hehx of the N-terminus of the T domam, THI, TH2. TH3, and
TH4, was also studied using svathetic pepundes. We showed the N-rermimal region of the T domain was
not mvelved in the binding of the domain to the membrane. which oceurred at pH 6 maimlyv through
hyvdrophobic effects. At that stage of the interaction, the N-tenmninal region remamed strongly solvated.
Further acidification eliminated repulsive electrostatic mnteractions between this region and the membrane,
allowing its penefrarion 1mto the membrans by atractive electrostatic interactions and hyvdrophobic effects.
The peptide study indicated the nature of forces contributing o membrane penetration. Overall, the data
suggested that the acidic pH found in the endosome not only triggers the formation of the molfen globule
state of the T domain requured for membrane 1mnteraction bur also governs a progressive penetration of the
N-terminal part of the T domam m the membrane We propose that these physicochemical propesties are
necessary for the translocation of the catalytic domain.

Amphitropic profems are proteins evolving between a
soluble state and membrane-bound states to achieve thewr
funetion (/. 2). They are unplicated 1 many key biological
processes. such as apoptosis (3), gluconeogenesis (4). neu-
ronal maturation (5}, transport of hydrophobic molecules (6).
chaperonmg of proteins and lipid membranes (7)., membrane
dvnamics (8). lipid homeostasis (@), endocviosis (J@). cell
aagnaling (77), cell division {12), DNA rephcation (13), and
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bactenal virulence (14). Understanding the phvsicochenucal
properties suppartimg the amphitropie behavior of these
proteins 15 essential fo understanding thewr mechantsm of
action, exploiting their properties for biotechnelogical ap-
plications. and modulating thewr fanction for therapy. In some
cases, membrane msertion of these protems was found to
be related to hvdrophobic effects and to a balance of
electrostance attractions and repulsions benween charged
residues of proteins and phospholipids (4. @ 15—17).
Bactenal toxins of the ABgy type (I8). of winch diphthena
toxmn 15 one. act by injecting inside the cytoplasm of
mtoxrcated cells a toxic, catalytic domain. This mvolves the
participation of a franslocation (T) domain which has the
characteristics of an amphitropic protein. The membrane
insertion mechamsm of the diphtheria toxin T domain? is
one of the most documented among bacterial toxins (19).
Thas T domain 1s composed of 10 @-helices named THI1—
THS and TH', organized in a globular shape (20) (Figurs
1). The hydrophobie helices THES and TH® (Figwre 1, colorad
red) are sandwiched by two lavers of amplupiulic helices,

' Abbreviations: (6-7BR)-PC, 1-palmitovl-2-stearovi(6-Tidibromo-
sp-glyveero-3-phosphocholine; CD, cirenlar dichrorsm: EPA egg phos-
pharidic acid: EPC. egg phosphatidylchohse, Az, maximum eniission
wavelength; L'P, hiprd protem molar raio; LUV, large unilamellar
vesicies: 1FL ratio of fuoresceace wtensity: T domam. fanslocation
domain; SUVs. small vnifameilar vesicles; WT. wild type.
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Sequence of the T-domain :

INLDWDVIRDKTKTKIESLKEHGPIKNKMSESPNKTY
SEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFA
GANYAAVAYNYAQVIDSETADNLEKTTAALSILPGI
GSVYMGIADGAVHHNTEENVAQSIAL SSLMVAQAIPLYG
BLVDIGF AAYNFVESIINLFOVVHNSYNRPAYSPGHKTHA

Sequences of the peptides :

: NLOWDVIRDKTKTKIESLKEHG
: GPIKNKMSESWN

: TVSEEKAKQWLEEFHQTALE
: HPELSELKTVTGTMNW

Ficure 1: Stmucture and sequences of the diphthena toxin T domain and peptides TH1—TH4 used in this study. The structure of the T
domain was from PDB entry 1FOL. Helices TH1—TH4 are colored green, TH5—THT7 blue, and TH8 and TH? red. Trp 206 and Trp 281
are colored orange. Helices are shown in bold in the amino acid sequences. Trp residues used as fluorescent probes mn the peptides are

underlined. Only TH1 contains a native Trp.

TH1—TH4 (colored green) and TH5—TH7 (colored blue).
During cell mtoxication, the toxin is internalized into the
cell endosomes. The T domain undergoes a conformational
change triggered by the acidic pH found in these compart-
ments (19). Tlus triggers the penetration of T into the
membrane, mitiatmg the translocation of the catalytic domam
into the cytosol (19). Then, the extraction of the catalytic
domain from the trans side of the endosomal membrane and
its release in the cytosol nvolve the help of cell proteins
(21—27).

We showed previously that the T domain penetrates the
membrane via a two-step process as the pH decreases (28).
The protonation of several residues of the T domain
destabilizes its native state, leading to the accumulation of a
partially folded. molten globule state, prone to interact with
membranes (28, 29). During the first step. the solvent-
exposed hydrophobic swfaces of the molten globule state
allow binding to the membrane (28—33). This mvolves
mainly hydrophobic effects. During the second step triggered
by further acidification. a reorganization of the membrane-
bound state of the T domain leads to a deeper insertion (28—
37). This membrane-inserted state permeabilizes the mem-
brane (28, 35). This step involves electrostatic mteractions
between the T domain and anionic membranes (28).

We hypothesized that the second step of membrane
penetration mvolves in particular the N-termunal helices of
the T domain (28). We proposed that these helices shifted
progressively from a position exposed to the solvent to one
deeply buried within the mnterface of the membrane. We also
proposed that this phenomenon was connected with the
protonation of acidic amuno acid side chains carried by these
helices. The goal of this work was to test these hypotheses.
A better understanding of the interaction between the
N-termunal part of the T domain and the hipid bilayer is
essential to describing the function of the T domain and its
regulation by the pH which 1s required for the translocation
of the catalytic domain across the endosomal membrane.

For this purpose, we produced a mutant of the T domain
(W281F) carrying a single native Trp at position 206 within
helix THI (27). This Trp was used as a fluorescent probe to
monitor the environment of the N-terminus of T during
bindmng to the membrane of phospholipid bilayers. To firther
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characterize the membrane insertion process of this region,
we carried out tryptophan quenching experiments using
membranes containing brominated phospholipids. We also
performed trypsin digestions of the membrane-inserted state
of the T domain. Finally, we used four synthetic peptides
corresponding to the sequence of helices TH1—TH4 com-
posing the N-terminal region of the T domain. The results
allowed the description of the successive steps followed by
the N-termunal region of the T domain duning its membrane
insertion process. They showed also the physicochenucal
properties of the different helices forming this region and
the nature of the interactions that are involved.

MATERIALS AND METHODS

Materials. All reagents used were of the highest purity.
Fmoc-protected amuno acids, Rink Annde Resin, and HBTU
were purchased from Novabiochem (France Biochem Meud-
on. France). The lpids, egg phosphatidylcholine (EPC.
reference 830051), egg phosphatidic acid (EPA, reference
830101), and the brominated lipids (6-7BR)-PC [16:0—18:
0(6-7BR)-PC. 1-palnutoyl-2-stearoyl(6—7)dibromo-sn-glyc-
ero-3-phosphocholine, reference 850480C] and (9-10BR)-
PC [16:0—18:0(9-10BR)-PC, 1-palmitoyl-2-stearoyl(9—
10)dibromo-sn-glycero-3-phosphocholine, reference 850481C]
were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL).
Trypsin (formally TPCE-treated trypsin, reference T-1426)
and AEBSF were from Sigma (Samt-Quentmn Fallavier,
France).

Recombinant Proteins. The production of the recombinant
T domain containing the C201S mutation (native diphtheria
toxin munbering) and termed WT has been described
previously (28). The W281F mutation was iniroduced by site-
directed mutagenesis and the sequence checked by DNA
sequencing. Purtfication of the recombinant proteins has been
described previously (28). Briefly., after extraction, the
soluble fraction of protemns was subjected to immobilized
nickel affinity chromatography, size exclusion chromatog-
raphy, and 1on exchange chromatography. The purtfication
buffer was finally exchanged with NHyHCO; on a G25SF
column, prior to lyophilization. The proteins were analyzed
by SDS—PAGE. Western blot analysis, N-terminal protein
sequencing, and electrospray mass spectrometry. The lyophi-
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lized wild-type (WT) T domain and its W281F mutant were
stored at =20 “C. The molar € values wers 18 200 and 12 200
M~ em™F for the WT and W281F T domams. respectivaly.

Pepnaes The THIL peptide was synthesized and ptlllfled
by NeoMPS (Strasbourg, France). Peptides TH2. TH3, and
TH4 were synthesized on an Advanced ChemTech 357 MPS
synthesizer {Advanced Chemtech Europe, Brussels. Belginun)
according to the Finoc strategy. Peptides (N-acetylated) were
deprotected and cleaved from the resin by freahment with
25% mfluoroacetic acid. 2.5% trusopropylsilane. and 2.5%
distilled water. They were purified to homogeneity by
reversed phase HPLC on a C18 Vydac column using an
acetomtrile trifluoroacetic acid gradient. Therr quality was
assessed by electrospray mass spectrometry and N-terminal
sequencing. The sequences of the peptides are as follows:
TH1, NLDWDVIRDKTKTRKIESLKEHG: TH2. GPIKNK-
MSESWN; TH3, TVSEEKAKQWLEEFHQTALE: and TH4.
HPELSELETVTGTNW. The molecnlar masses (VM) are
2625, 1390, 2403, and 1712 Da, respectively. and the pK
values are 7.7. 8.6. 4.7 and 5.4 respectively: the molar € at
280 nm (Eyp) is 5500 M1 em™! for all pepiides. Only the
Tip 1 the sequence of the THI peptide 15 native; the other
Trp residues were introduced o the pephide sequences as
spectroscopic probes.

Lipid Vesicles. Vesicle suspensions of amonie Iipid bilavers
at a lipid concentration of 10 mM were prepared i1 10 mM
sodium cifrate/citrate buffer (pH 7) with EPC and EPA at a
9:1 molar ratio by reverse phase evaporahion and filtration
for large unilamellar vesicles (LTUVs) and by sonication for
small unilamellar vesicles (SUWVs) In the presence of
bromunated lipids. the EPC:BR-PC EPA ratio was 5:4:1: the
LUVs and SUVs were prepared as described above but at
37 °C

Prepararion of Samples. The protemns were diluted m 5
mM citrate buffer at the wndicated pH. The peptides wers
diluted m 10 mM citrate buffer for fluorescence experuments
and 4 mM catrate buffer for eircular dichroisi experuments.
In: partitioninng experiments, proteins or peptices and anionic
SUWs or LUVs were mixed at L P molar ratios ranging from
0 to 1000 and mcubated for 2 h at 22 °C. To study the
wteraction of protemns or peptides with membranes as a
function of pH. proteins and LUV were nuxed at an L:P of
500 and peptides and SUV were nuxed at an L'P of 1000
Samples were meubated for 2 hoat 22 °C and 2 hat 37 “C
when brominated lipids were used, before experiments. pH
values were abways measured afterward. A stock solution
of 3 M NaCl was used for experiments performed 1 the
prasence of 200 mM NaCL

CD Specrropelaimeny. For protems. CD experiments
were performed on a CD6 spectrodichrograph (Jobin-Yvon
Instruments, Longumeau, France) as descenbed previously
(20). The scans were recorded using a bandwidth of 2 nm
and an mfegration fune of 1 s at a scan rate of 0.5 nm's.

Each specirum i3 the average of 20 scans and 10 scans for
near-UV and far-UV measurenents, respectively. Protem
concentrations were 70 and 5 ¢ for near-T7V and fas-T7V
measurements, respectively. The spectra were corrected for
the blank. and a smoothing algonthm was used with the
minimum filter in the CD& software (CDMax. filter 5).

For peptides. CD expertments were performed on a J-810
spectropolarimeter (Jasco, Tokyvo. Japan) with a I mm path
length quartz cell. using a bandwidth of 4 nm, an integration
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time of [ 5. and a scan rate of 0.8 mw's. Each spectrum i3
the average of 40 scans The peptide concentration was 20
HNVE

Fluorescence Spectrascopy. For protems. measuremenis
were performed with an FP-750 spectrofluorimeter (JTasco)
i a thenuostated cell kolder. using a 1 cm path length quastz
cell, as described previousiv (2¢). A bandwidth of 5 mm was
used for both excitation and emission beams. The excitation
wavelength was fixed at 292 nm. The enussion spectra were
recorded from 300 to 400 nm at a sean rate of 125 mmy'mun
The maxmrun emission wavelength (A, and fluoreseence
intensity ratios at 360 nm to 320 am FI 3606/320) represent
the average of three values obtamned from enusston spectia
that were corrected for blank measurements. The protein
concentration was 1 a4M.

For peptides, measurements were taken using a Jasco FP-
6500 spectrofluorimeter usig a 1 cm path length quartz cell,
The bandwidth was 5 nm for both excitation and enussion
beams. The excitation wavelength was fixed at 280 nm, and
emission spectra were recorded from 300 to 400 nm at a
scan rate of 100 mvmin. Ape. represents the average of three
values obtamed from emission spectra corrected for blank
measurements. The peptide concentration was 2 uM.

With regard to the experiments performed i the pressnce
of bromumated hipids, the fluorimeter was thermostared at
37 °C. The expenmments were camed out on a photon
techmology international QM-42005 SE spectrofluorimeter
usinig a 1 om path length quariz cell. at 37 °C. A bandwidth
of 5 nm was used for both exciiation and emussion beams.
The excitation wavelength was fixed at 297 nm. and enussion
spectra were recorded from 300 to 400 mum.

Binding of Preteins to LUVs Studied by Centrifugation,
LUVs and protemns were meubated for 2 hat 22 °C in 4 mL
of 5 mM cifrate buffer. After fluorsscence measwrements,
each sample was centrifuged m an L-70 ultracentrifuge
{Beckman. Rowssy, Franee) using a Tt 70,1 rotor at 60 000
rpm for 20 min at 22 °C. The fraction of bound proteins
was determined as (Fy — F)'Fp. where Fg s the fluorescence
mtensify of the sample before centnfugation and m the
absence of LUVs (ie., before the addition of LUVs) and F
15 the ntensity of the supermatant after ceutrifugation m the
presence of LUVs,

Proteciytic Cleavage Experiments. The T domain (10 M}
was meubated in the absence or presence of LUV at an L:P
of 500 m 5 mM citrate buffer at pH 4 m the presence or
absence of 200 mM NaCl Trvpsin was added at a final
conceniration of 0.1 3 Such a T domain:trypsin ratio was
necessary due o the low proteolyiic activiry of the enzyme
at acidic pH. Samples were moeubated at 22 °C for the
widicated time. and proteclysis was blocked by the addition
of AEBSF at a final concentranion of 200 4M; samples wers
mmmediately frozen in liqud mtrogen and stored at —20 °C.
Protein cleavage was then analyzed by SDS—PAGE on a
15% gel followad by electro-transter on a PVDF membrans
and Coomassie blue stammyg. Stamed bands cornaspending
to cleaved protemn fragments were cut out from the membrane
and sequenced by automated N-temunal Edman degradation,

RESULTS

The T domam camies two Trp resadues, one at posttion
206 on helm THI and the other at position 281 on helix
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FiGUsg 2: Eifect of pH on the conformation of W2B1IF and the
WT T domain m solution. {A) Ane of Trp fluorescence of W2SITF
{a) and WT T domam {O} as a funcrion of pH. {B) Far-UV CD
spectra obtamed for W281F at pH 7 {—) and pH 4 (= — —). The
mser shows the near-UV CD specwa recorded under the same pH
conditions for W281F and at pH 7 for WT T {thin line}.

TH3 (Figure 1). To monitor the conformational changes
affecting the N-termunal part of the T domam both m selunion
and feracting with membranes, we constructad the smgle
Trp mutant W221F. The remaimmng Trp 206 was used as a
fluorescent probe monitoring the changes in the environment
of hehx TH1. We stcdied whether the W28IF mutation
affected the conformational change of the T domam mduced
at acidic pH, which 15 responsible for membrane binding,
The Tip fluorescence of both protemns, the W281F mutant
[Figure 2A {a)] and the wild-type (WT} T domam {Figure
2A {C)). was measured as a function of pH. As the pH
decreases, a shift of A toward red wavelengths was
observed for both protemns. This reflected a partial exposure
of their Trp to the aqueons phase at acidic pH. The iu,. of
W281F was close to that of the WT T domain at newtral pH
(338 vs 336 + 0.5 nmy) and hugher at acidic pH (346 vs 342
+ 0.5 nm) We then checked that for W281F thus pH-nduced
iransition was related to the adoption of a molten globule
state as shown previously for the WT T doman (28, 29).
Far-UV CD spectra showed that both protems exltubited a
sunifar o-lelical confent at pH 7 and 4 [Figure 2B for
W281F, not shown for WT (28] At neumal pH. the fwo
proteins also had simlar near-UV CD spectia and the sharp
dichroie band at 292 nm. assigned fo a Lb band of Trp
constramed 1 a chiral environment within the tertiary
structure of the T domam disappearad at acidic pH (Figure
2B. inset). This revealad an mcrease in mobulity of Trp 206
at acrdic pH.

We studied the binding of W281F fo membranes as a
function of pH. The WT T domain was used for comparison.
The phvsical partition of both proteins between the aqueons
phase and the membrane phase of a suspension of LUVs
occwred between pH 7 and 6, all molecules bemng bound to
the LUVS at pH 6 (Figure 3A B). As described previously
(28), the pH dependence of the binding was cooperative, with
Hill coefficients around 3. The Tip fluorescence of W281F

212

Biochemisay, Vol. 46, No. 7, 2007 1881

pH pH

4 § 8 7 8 4 5 & 7 8
WT
104 g "7 SELY {10
o
hd bl
= 05 4 405 ¥
o]

3 o | %
a < 2
0.0 4 oo % oo

A 8
30 4 WisF WT - 350
45 4 * b 345
£ i L =
5 L4 L3
e 3 - 340
i e o o - E
~ws4 L O < - 38 Y
loo0 aRP i
A30 : ¢ D :330
T Al T ¥ T T T T T L)
s 6 7 8 4 5 & 7 8
eH pH
FiGuRE 3: Effect of pH and NaCl on the mrteraction with

membranes and conformation of W2B1F and WT T domam, (A
and B) Partiion of W281F and the WT T domain between buffer
and amome LUVS a2 a function of pH studied by ultracentrifugation.
(C and D) Trp fluorescence of W281F and the WT T domam as a
function of pH in the presence of amonic LUVs at an L:P of 500.
Measurements were faken 11 the absence {O) and prezence (@) of
200 mM NaCl The protem concentration was 1 gl

{Figure 3C) revealed that the mteraction with the membrane
took place i two steps. as for the WT T domain (Figure
3D). These experiments were performed m the absence and
presence of NaCl becanse we showed previously that NaCl
wfluenced this process for the WT T domam (28).

During the first step, from pH 7 to 5.8, the Ay, of the
fluorescence of W281F mereased from about 338 to 345 nm
[Figme 3C {O)] overlapping the binding momtored in
centrifugation expenments (Figure 343 This indicated
progressive exposure of Tep 206 0 a polar environment upon
binching te the membrane. In the presence of NaCl, the first
transition was extended to pH 5. the Ay, reaching 347 nm
{instead of 345 mm n the absence of NaCl) m the case of
W2B1F [Figure 3C (@)] Then during the second step, from
pH 5.8 to 4 and m the absence of NaCl, the A, dropped
from 345 to 331 nm [Frgure 3C ()] Tins suggestad that
Trp 206 reached a hvdrophobic envionment wlule the
protein was already bound to the membrane Ar acidic pH,
both proteins mnduced the leakage of dve (pyrammne) encap-
sulated 1 LTUVs {data not shown). The presence of NaCl
shifted the second mansition. which occurrad at a pH more
acidie by more than [ pH wut. The WT T domain exlubited
the same behavior, except that the amplitude of the fluores-
cence fransition was lower due to the measurement of the
fluorescence of both Trp residues. The NaCl effects shown
liere were larger than those described i our previous article
{28) because the NaCl concentration was higher (200 mM
instead of 100 mM).

To better characterize the environment of the N-terminal
region of the T doman dunug the pH-dependent membrane
inferaction process, we measurad the guenching of the Tmp
fluorescence of the W231F T domam by bronunated phos-
pholipids (3§—42) We used lipids with bromines covalently
bound at positions €6 and C7 of the acyl chams. close to
the interfacial region of the membrane [{6-7BR)-PC]. We
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FicaE 4 Quenching of the W28IF T domain Trp fluorescence
by bronunated phospholipids. The pH dependency of Trp fluores-
cence quenching 15 measured i the presence of (6-7BR)-PC. The
experiments were conducted with 500 4M Upds and 1 5M T, m
the absence (night) and presence {left) of 200 mM{ NaCl

performed the expemments at pH 7, 6, 3 and 4, m the
presence and absence of NaCl. The results are expressed as
the relative quenching efficiency of the minal Trp fluores-
cence by the bromumated hipids (Figure 4): the lower the
value, the closer the quencher from the Trp. During the
membrane bindmg step. between pH 6.5 and 6. the quenching
15 low {up 1o 10%) (Figuee 4, nght), Thas suggests Trp 206
remained far from the quenchers while T was already bound
to the membrane (Figure 3A). As the pH further decreases
between pH 5 and 4. the quencling stronglv mereased, up
to S0~60% (Figure 4). This mdicated that the apolar nulien
r2ached by the Tip (Ape. 331 mn in Figwre 3C) was the
hydrophobie core of the liprd bilayer. At pH 4, the quenching
was waaker in the presence of NaCl than in 15 absence
{Figure 4, left). This indicated that the N-ternunal region
was less wserted in the membrane and located m a more
polar environment in the presence of NaCl than m s
absence. This corroborated the red shift of the A,... of Tip
flnorescence we measured with the addinon of NaCl (Figure
3C, pH 4). Altogether, we showed that Trip 206 was exposed
to the solvent m the membrane-bound state, wiule 1t
penetrated the membrane duning the second step of the
membrang meeraction process. Thss second step 1s sensitive
to electrostatic miteractions between the charges of the
N-ternunal region of T and lipid head groups

To further describe the sensitivity of the N-fenunal region
of T to NaCl duning interaction with the membrane, we
performed a lipid titration at pH 4. We monttorad the phvsical
partition of W281F between the buffer and the membrane
m a suspension of LUV at pH 4 as a function of Iipid
concentration (Figure SA) Agam. the WT T domain was
used for comparison (Figure 5B}, Both protemns were fully
bound to the LUV ar an L:P of 100. Bmding was not
wnfluenced by the presence of NaCL Thus suggested that, as
already observed for the pH dependence of the mreraction
with the membrane, binding involved mamly hydrophobic
effects. The Trp Huorescence of W281F m the presence of
membranes (Figure 5C) revealed that the inferaction with
the membraue took place m two steps. as for the WT T
domam (Figure 5D). Buf agam, the modificanon of the
fluorescence signal of W281F was much stronger, showing
that Trp 206 was the main contributor to the signal of the
WT T domam 1 the second wansition. For these expemments,
the ratio betwesn the mtensities ar 360 and 320 nm (fFI)
was used instead of the A, because this rano could monitor
the spectnun shift with a higher sensttivity (Figure SCD).
The value of 1FI decreased as the fluorescence spectium
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FiGuRE 5 Imteraction of W2BIF and the WT T domam with

membranes 3t acidic pH as 3 function of lipid concenuanon. (A
and B} Partition of W281F and the WT T domam between buffer
and amonic LUVs at pH 4 as a function of lipid concentration
studied by ultracentnifugation. Measurements were taken n the
absence (a) and presence (A} of 200 mb NaCl (C and D) Trp
fluorescence of W251F and the WT T domam at pH 4 as a funchon
of hpd {(LUV) concentration. Measurements were iaken w the
absence (G} and presence (@) of 200 md NaCl The protemn
concentration was 1 40 FlieeFliz 35 the ratio of the fluorescence
witensity at 360 nm to that at 320 am.

shifted toward shorter wavelengths. Le. as the Tip penetratad
a hydrophobie environment At pH 4 and m the absence of
LUV, the A of W28IF was around 347 nm (Figure 24).
This gave an 1F1 value of around 1.7 {(Figure 5C). In the
case of the WT T domam, the A.. was around 342 nm
(Figure 2A). giving a iFI of around 1.0 (Figure 5D). When
both proteins bound tghtly ro the lipid bifaver. the Ay, was
aronnd 332 nm (Figure 3C.D) and the vFI was then around
0.6 (Figure 5C D). I the absence of NaCl only one transition
was observed. the Trp going from a polar 1o an apolar
environment, However, m the prasence of 200 nM NaCl,
fwo steps could be distinguished. A first transition occurred
up to an L:P of 100, and the euvironment of Trp 206 shafted
progressively from polar to apolar as the L'P mereased. This
step was not affected by NaCl, and it paralleled the binding
monitorad i the partition expenments (Figure 5A B}, For
L'P of »100. once all molecules were bound. a second
transtiion occwrred, Trp 206 further gammg a more hvidro-
phobic environment [Figure 5C ()], In contrast to the first
wanstizon, NaCl mhubited thus second transition and ade it
detectable [Figure 5C (@] Ths showed that & was
confrolled by electrostatic mnieractions.

Trypsin cleaves polvpeptdes after Ivsine and arginine side
chans (43). Interestmply, the T domam contams oue argmine
and 11 lvsine residues withm helices TH1-TH4 and one
lvsine in helix TH6 (Figures 1 and 6). Hence. the sensttivity
of the T domain fo frypsin digestion was studied as a marker
of the accessibility of 1ts N-termunal region. Experiments
were conducted at pH 4. m solution and m the presence of
membranes. i the presence and absence of NaCl The
concentration of trypsin was adjustad to make the proteaiysis
possible despite the aciclic pH (see Materials and Methods).
With membranss, experunents were conducted at an L:P of
500, at which the structural reorganization of the T domam
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FiGURE & Trypsin digestion of the WT T domam at pH 4 in
solution (A and B) and in mteraction with amonic LUVs (T and
D) in the absence (A and C} or presence (B and D) of NaCl In the
presence of membranes, the L'P was 500 Digestion times are given.
The arrows over the sequence of the T domawn mdicate the mam
cleavage sites as deternmuned by N-ternunal sequencing.

3 the membrane, 1e _ the second step of the interaction. was
fully aclueved m the absence of MaCl but barely started
its presence {Figure SC.D). The imtegniv of the T domam
was evalnated by SDS—PAGE. and cleavage sites were
identified by N-terminal sequencing of the protemn fragments.
Whatever the conditions that were assayed, when cleavage
occurred. three mamn cleavage sites were found w helices
THI—-TH3 (Figure &) In solutton. the T domamn was
moderately sensitive to digestion. The proteolvsis seemed
slightly slower m the presence of NaCl. When bound to
membranes. the T domain became more resisiant to digestion
i the absence of NaCl re. when the two steps of the
wmteraction with the membranes were completed undar the
condiftons used for the expermment On the other hand, m
the presence of NaCl, 1e. after the first step only (the
binding) was completad for an L'P value of 500, the digastion
was sigmficanily faster.

We have shows that the N-termunal region of the T domam
nnderwent a significant structural reosgamization during the
process of mserhion mto the membrane. To exanune whether
the phvsicochemical properties of the sequences of the
N-terminal helices of the T domain mav play a role mn the
binding process, and more particularly i its pH dependence,
four peptides corresponding to the helices TH1-TH4 were
svnthesized (Figure 1), A Trp was mncluded m each peptide
as a fluorescent probe. except for TH1. which contained the
native Trp 206, We measured the fluorescence of each
pepirde as a function of pH 1 the absence and presence of
amonic SUVs No binding of the peptides to LUVs has been
detected. In the absence of SUVs, the A, of each peptide
remamead around 354 pm whatever the pH (not shown). In
the presence of SUVs. the Ay, of peptides THI [Figure 7A
(0)]. TH3 [Figure 7C ()], and TH4 [Figure 7C (13)] shifted
toward lower values as the pH decreased. For the tluee
peptides, the changes ocowrad within similar pH ranges
betwean pH 6 and 4 The transition was sharper in the case
of TH3. This mdhcated that the fransiion for tlus peptide
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Ficure 7 Interaction of peptides TH1- TH4 with membranes as
a function of pH. {A and €} The Ay, of Trp flucrescence of the
peptides was measured as 2 Rmction of pH mn the presence of
anmiome SUTVs ar an L-P of 1000 Acdification did not affect the
A of the gepndes m the absence of SUVs (not shown): THI1
{0}, TH2 {<), TH3 (4} and TH4 {C0). (B and D) Far-UV CD
spectra obtained for the pepudes at pH 4 w1 the absence (— — —)
or presence {—) of amionic S3UVs.

was cooperative. probably because of chigomenizanon upon
binding to the lipid ulayver. Below pH 4. the A, of these
pepides reached 320, 337, and 347 um. respectively. This
indicated that the Trp residues of these pephides were
progressively surrounded by an apolar environment. sug-
gesiing binding of the pepiides and pensranon into the lipid
bilaver. In contrast. the Age of TH2 remamed constant
[Frgure 7A {C)] The fluorescence quenching by brommnated
hipids was measured fo deternune 1f the blue sinft of the
fluorescence spectra was due to the penetration of the
peptides withu the hyvdrophobic core of the membrane. The
quenching observed for THI and TH3 was 42 and 48%,
respactively. In parallel far-UW CD spectra of the peptides
were recorded at pH 4, i1 the absence and presence of SUVs
{Figure 7B.D). All peptides were poorly structured in the
absence of membranes [Figurs 7B.D (— — —}]. The presence
of MaCl had no effect on the secondary structure content of
the peptides 1 solution whatever the pH (data not shown).
Interestingly. peptides THI and TH3 geaerated simuficant
signals of g-hehces at acidic pH in the presence of SUVs
{Figure 7B.D {—)]. This suggested that binding of pephides
THI and TH3 to the SUVs tnggered their folding into
t-helices.

We then investigated the effect of 1omic strength on the
mteraction of the pepudes with the membrane. For this
purpose, we montorad the flnorescence of each peptide as
a function of phospholipid concentration. at pH & and 4, m
the absence and presence of NaCl (Figure 8). At pH 8. the
Amze 0f the fluorescence of the peptides was moderately
affected or not at all as L:P mcreased {Figwe 8 (a}] In
contrast, at pH 4 and in the absence of NaCl the A, of
pepndes THL and TH3 and to a lesser extent that of TH4
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FigUure 8: Interaction of peptides TH1—TH4 with membranes as
a function of lipid concentration and NaCl at pH 8 and 4. The Apey
of Trp fluorescence of the peptides was measured m the presence
of increasing concentrations of lipids {anionic SUVs) at pH 8 (&)
or pH 4 in the absence (O) or presence (@) of 200 mM NaCl The
peptide concentration was 2 ul

shifted toward lower wvalues [Figure 8 (O)]. This was
expected from the previous experniment (Figure 7A). Maxi-
mum shifts were reached around an L:P of 300—1000.
Inferestingly, NaCl intubited these shufts for peptides THI
and TH4 but had practically no effect for TH3 (Figure 8).
Agaim. the fluorescence of TH2 was not affected under any
of the conditions that were assayed. Collectively, the data
strongly suggest that the isolated peptides THI, TH3, and
to a lesser extent TH4 have the imtrinsic propensity to bind
to membranes at acidic pH but not TH2. In addition, binding
induced the folding of TH1 and TH3 into o-helices. The
fact that binding of THI1 and TH4 was mhibited by NaCl
showed that electrostatic interactions were mvolved. In
contrast, binding of TH3 was not, which suggested that
hydrophobic effects were preponderant m that case. Note-
worthy 1s the fact that the pH dependences of the interactions
of the three peptides THI1, TH3, and TH4 with membranes
were simular to that of the second fransition detected with
the whole T domain.

DISCUSSION

In a previous article, we have described two steps m the
pH-dependent interaction between the T domam and the
membrane {28). The binding to the membrane occurs in a
first step and involves mainly hydrophobic forces. The
functional state of the T domain appears in a second step, at
more acidic pH, and induces a permeabilization of the
membrane. The sensitivify of tlus second step fo the presence
of NaCl shows that electrostatic interactions between the T
domain and the lipid bilayer mterface are required. On the
basis of our observations, we have proposed that the
N-terminal region of the T domain, which is made of
amphiphilic ¢-helices, plays a key role in the second step
of the mteraction, 1.e., the formation of the functional state
of the T domain. We have also proposed that the interactions
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between the amphiphilic @-helices of the T domain and the
acidic phospholipid head groups become attractive due to
the protonation of the side chains of acidic amino acid
residues upon acidification of the envionment. This phe-
nomenon allows a tighter interaction between the N-terminal
region and the membrane interface. These hypotheses have
been tested here. We have produced a W281F T domain
harboring a unique and native Trp 206, located at the
N-terminal extremuty of TH1. Tlus Trp has been used as a
reporter of the conformational changes undergone by thus
region of the proten. We also investigated the intrinsic
propensity of the amimo acid sequences of the four N-terminal
helices to mnteract with membranes using peptides.

In solution, our results showed that the W281F nmtant
and the WT T domamn displayed the same pH-dependent
conformational changes, leading to a molten globule state
(Figure 2), as previously characterized for the WT T domain
(28). the secondary structures remained nativelike, while the
tertiary structure was lost. In the presence of negatively
charged membranes, both WT and W281F T domains exhibit
similar behavior, the later allowmng a detailed characterization
of the molecular events occurring in the N-termunal part of
the T domam.

From pH 8 to 6, the T domain binds to the membrane
and 1s msensitive to NaCl as shown by partition experiments.
During this process, Trp 206 becomes more exposed to a
polar environment, which could be the solvent or the
proximity to charged side chains of amuno acids. In the
membrane-bound state, at pH ~6, Tip 206 is solvated, as
revealed by its red Am.; and the negligible quenching of its
fluorescence by bromunated lipids. Hence, the acquisition of
the membrane-bound state 1s mainly driven by hydrophobic
effects between the C-termunal part of the T domain and the
membrane. From pH 6 to 4, the functional, membrane-
inserted state is stabilized. Our results provide direct evidence
that the behavior of the N-termunal part of the T domain 1s
crucial in this second step of the membrane interaction
process. Indeed, the A, of Trp 206 experienced a marked
blue shift. from 347 to 331 nm, which was concomutant with
a strong quenching of Trp fluorescence by brominated lipids.
Thus second transition 1s highly sensitive to the presence of
NaCl, revealing the electrostatic contribution to the mterac-
tion between this region of T and the anionic lipid head
groups of the membrane. Moreover, peptides THI. TH3, and
TH4 clearly exhibited pH-dependent membrane binding.
Altogether. these results clearly demonstrate that once T 1s
bound to the membrane via hydrophobic effects, 1ts N-
terminal region moves progressively from the solvent into
the membrane environment. We propose these helices reach
the interfacial region of the membrane.

Two steps are also observed during the mteraction of the
T domain with the membrane as a function of the hipid
concentration at pH 4 (Figure 5). The first step (from 0 to
100 gM lipid) 1s monitored by partition experiments and is
msensitive to the presence of NaCl (Figure 5A B). Hence,
this first step corresponds to the binding of the T domain to
the lipid bilayer and 1s mostly driven by hydrophobic forces.
Interestingly, the first step of the pH-dependent membrane
interaction corresponds also to the membrane binding of T
mainly through hydrophobic effects. The environment of the
Trp residues 1s modified upon binding (Figure 5C D, vertical
dotted line). However, at this stage (pH 4 and 100 uM lipid),
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Trp 206 15 located in a less polar environment (A, = 337
mm and 1FI = 1.1 Figure 5C. vertical dotiad line} than m
the case of the mteraction momtorad as a function of pH
(Awmae = 345 pm: Figure 3C). We propose the following
explanation for the difference in polanty swrounding Tip
206 once T 15 bound to the membrane at both pHs. When
the membrane buding of T as a function of limd concentra-
ton 15 momtored at pH 4. electrostatic repulsions between
the protonated acidic side chams of the protemn and rhe
amome phospholipid head groups are abolished. This 1s not
the case when bindmg 1s momtored as a fumenon of pH (in
the presence of 500 uM hpid) because the first step 1s
completed around pH 6. the pH at which acidic side chains
are still negatively charged. Tlus shows that the electrostatic
wferactions have an effect on the conformaton of the T
domam vpon bmding, although they are not required at thas
stage of the miteraction. In contrast to the first step, the second
step detected when monitoring the interaction as a function
of lipid concentration 15 whibited 1 the presence of NaCl;
1.2.. electrostatic attractions between the basic side chams
of the protein and the acidic phospholipids are requured. The
wo steps are clearly distmguished in the presence of NaCl.
Tius 15 particularly frue 1n the case of W281F (Figure 5C).
The value of Ay, and the quenclnng of Trp fluorescence by
bromunated lipids both indicate that the Trp residues are
located wmside the membrane,

The changes i An., detectad for W2B1F when momtonng
the interachon of the protem with the bilaver as a function
of pH or as a function of Lipid concentration are smular to
those reported for the WT T domain. The remanung Tip of
W2E1F. at the tip of helix THI. 15 located m a polar
enviromuent upon binding to the lipid bDulaver and then
penetrates progressively into an apolar mulien during the
second step of the mteraction. leading to the functional state
of the T domain. This suggests that the environment of the
N-termunal region of the T domam changes dramatically
during the mteraction with the membrane. At an L:P of 500
and at pH 4 (Figure 3). the domamn is stabilized m the
intermediate state (between the first and second step) 1 the
presence of NaCl while it 1s in the functional siate in the
absence of salt {the second step 1s completed). Tins allowed
the mvestigation of the accessbility of the N-ternunal pat
of the T domam to proteclvess (Figure 63 This part of the
protein 1s accessible to the proteases in the intermediate state
of the mteraction, and it becomes protected agamst profe-
olysis m the fimctional state, Therefore, not only THI but
the whole amplaphalic N-ternunal part { TH1—TH4 ) becomes
less accessible to the solvent durmg the second step of the
wiferaction, whereas 1t 15 quite accessible after the bmding.

The results support the hypothesis that, duning the second
step. the mteraction between the Ntermunal region of the T
domain and the hpid Wlaver wmterface 13 confrolled bv
hvdrophobic forces together with electrostatic mnteractions.
both repulsive and attractive {25). According to our lypoth-
ests, during the second step, as the pH decreases, the acidic
side chams of the N-termunal ampluplulic helices are
protonated and the repulsive inreractions with the acidic
phospholipids are abolished. Then, onlv the favorable
mteractions, the hydrophobic and the electrostatic attraction
berwean the basic side chams and the acidic phosphohpids.
remam. and the mteractions between the N-termunal region
of the T domamn and the lipid bilaver mterface are fighter,
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To provide finther evidence of this proposition, we have
mwestigatad the mteractions of peptides corresponding to the
amphiplulic helices of the N-temmuinal region (TH1—TH4)
{Fipure [}

Among the four peptides ivestigated here. THI and THS
extubit tight mreraction with SUWVs, TH4 exhibits a weak
miteraction detected by fluorescence, and TH2 exiubits no
mteract:on (Figures 7 and 8). We noticed membrane mterac-
fron 15 stronger in the presence of SUVS than m the presence
of LUVs. The high membrane curvature of SUVs mduces
an asvimmetric distribution of hipids between the two leaflets
{44). resulimg in a smaller order parameter and a weaker
lateral pressure of Upids m the ourer leaflet of the vesicle
(#3—52). As a consequence, the first hvdrocarbon groups
followmg the ester bond of lipids m SUVs are more exposed
to the membrane mterface than m LTVs, and the hydro-
phobic mteractions ave facilitated (33). These effects explam
ihe binding of the peptdes 1o SUVs rather than to LUV

Whatever the pH, in the absence and presence of NaCl
the four peptides adopt random coil conformations (Figure
7B.D and not shown). TH1 and TH3 bacome a-hehcal at
actdic pH due to their bindimg to lipid vesieles. The formation
of hydrogen bonds 15 concomutant with the mteraction of
the peptides with the lipid bilaver in mummnuzing the energy
of the system and leads to the foymation of a-helices (54
53). The interaction of TH1 and TH3 with the lipid vesicles
ocours m a pH rauge smular to that of the whole T domam,
1.2 between pH & and 4 (Figure 7TA ), This 15 also true for
ihe weak wnteracrion of TH4 (Figure 7C). As describad for
other peptides, this pH dependence 15 due 1o the protonation
of the acidic side chams (36— 35). Both THI and TH2? confam
five acwdic side chams (Asp or Gluy (Figure [). In the
presence of NaCl the wmterachon of THI with the hpid
vesicles 15 mhubited winle that of TH2 remamns mostly
analtered (Figure 23A ). suggesting that the electrostatic
miteractions are less preponderant m the case of TH3. Thus
can be related to the number of basic ammo acids (Arg or
Lys) present m the peptide. Peptide THI contams five basie
side chains, while peptide TH3 has only two of those. It is
likely that. upon protonation of its acidic side chans. TH3
becomes hydrophobic enough for the wmteraction and the
attractive wteractions between the basie side chans and the
acidic phospholipids are not essential. In the case of peptide
THI1, these interactions are requirad. which iz the case for
the formation of the functional state of the T domain. These
results provide direct evidence that the four peptides behave
differently. Nevertheless, they also clearly show fhat the
N-terminal sequence of T has an mirmsic propenstiy to
mteract with amome lipid bilayers m a pH-dependent manner.

Cwerall, our results highlight the role of the amphiphilic
N-termumnal recion of the T domain thwough the membrans
msertion process. The formation of the functional state 13
related to a change m the locaton of the amphiphilic helices,
from a solvent-exposed location m the membrane-bound state
at pH 6 to an apolar envivomment i the membrane-inserted
state af pH 4. The mteractuon of thess helices with the
membrane is controlled by the balance benween attractive
andd repulsive elecirostatic mteractions. As shown here. the
bimding of these ampluphilic ¢-helices depends on the
protonation of thewr acidie side chams. The interplay batweaen
the pH dependence of electrostatic repulsion between the
acidic side chams and the acidic phospholipid head groups
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and the electrosfatic attraction due to the basic side chains
allows a tight control by the pH of the formation of the
functional state of the T domain. It also provides sensitivity
of the manslocation of this part of the doman to the pH
gradient across the endosome membrane and hence facilitates
the translocation of the catalyvtic doman of the toxun.
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Interactions of apomyoglobin with membranes:
Mechanisms and effects on heme uptake
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Abstract

The last step of the folding reaction of myoglohin i the incorporation of g prosthetic group. I cells,
myoglohin s soluble, while heme resides in the mitochondnial membrane. We report here an exhavstive
study of the interactions of apomyogiobin with lipid vesicles. We show that apomyoglobin inte racts with
targe unilamellar vesicles vnder acidic conditions, and that this requires the presence of negatively
charged phospholipids. The pH dependence of apomyoglobin interactions with membranes is a twoestep
process, and involves a pantially folded state stabilized ar acidic pH. Apevident role for the interaction
of apomyogiobin with fipid bilavers would be to facilitare the uptake of heme from the owter
mitochondrial membrane. However, heme binding to apomyoglobin is observed at neutral pH when
the protein remains in solntion, and slows down as the pH becomes more favorable o membrane
imteractions, The effective incorporation of soluble heme into apomyoglobin at newtral pH suggests that
the interaction of apomvyoziobin with membranes (s not necessary for the heme vptake from the lipid
bitaver. In vivo, however, the ability of apomyoglobin to interact with membrane may facilitate its
focafization in the vicinity of the mitochondrial membranes, and so may increase the yield of heme
uptake. Morcover, the behavior of apomyoglobin in the prosence of membranes shows striking
simifarities with that of other proteins with o globin fold, This suggests that the globin fold s well
adapted for soluble proteins whose functions reguire interactions with membranes,

Revwords: apomyoglobin: protein/membrane interactions; large unilamellar vesicles: amphitropic prowins;
globin fold; heme uptake: protein folding
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Hemoglobin and myoglobin are heme proteins in charge
of the storage and delivery of oxygen () Hemoglobin
carries oxyvgen in red blond cellk, and myoglobin rans
ports it in the ovtosol of Oz consuming myooytes. such as
those of cardiae muscles and red skeletal muscle fibers
{Wittenberg and Wittenberg 20033 The physiological
privess of O, trnsport reguires the reversible binding
of O, molecules to the prosthetic ferrous heme grovp
embedded within myoglobin, The imsertion of heme
within apomyoglobin {aMb} is recessary for the folding
into the furctional holomyoglobin thMb) famm.

While aMb is produced in the sarcoplasmu the heme
is synthesized in the inner mitochondrial membrane
{Ferreira 1999 Dailey 20023 Heme partition between

Prowsi Seienee (20073, 16: 381300, Published by Cold Spring Hatbor Labeestory Press. Copyrinht © 2007 The Protein Society a9
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water amd lipids 15 strongly hpophilic, with a partition
constant of around 10°-10% (Light 3rd and Olson 1990},
Hence, considering that aMb and the prosthetic group are
synthesized wn dfforent coll compartments, aed that the
protein is hydrophibe while heme is lipophihe, the
fovation: and circwmstarees of heme binding 1o aMb
remain opets guestions, Previous reports have provided
in vitro evidence that the presence of hemoglobin and
aMb induces heme efffux from the membrane (Rose and
Olson 1983, Cannon et al. 1984 Rose ot al. 1985
Szcheni ot al. 1985, {9RK; Light 3rd and Olsor 1990y
The interactions of aMb with membranes {Lee amd Kim
1992; Basova et al, 2004) suggest that the heme binding
within the hvdmphobic pocket of aMb requires the
mferaction of the pmilein with the mitochondrial outer
membrane, However, clear evidence for such mechanisms
i stiff missing, According to one report, the difference in
the affinity of heme for the lipid bilayer ard the protein
attines heme trapsfer {Rose et al. 19833 The tavolvement
of a chaperone bas also been proposed {Jakohy 19783,
Spemn whale myoglobin is a 133 amino-acid protein
containing eight a-helives (A o Hy (Fig. 1y (Griko et ol
1988}, This is the most studied and best known member
of the globin family, which 18 characterized by a stracture
comprising & bundle of six w0 1 a-helices (Holm and
Sander 1993a.by The globie fold is found I numerous
proteins driven 1o islenact with membmnes for thar
functions, It can be recognized as an autonomous part
of hacterial toxing, within domains specialized i the
mitemctions with membranes. Well-docemented examples
are pore-forming domains of colicins (Parker et al. 1989;
Hoblm and Sander 1993a.h) and the wanslocation domain
of diphtheria toxin {Choe et ol 1992; Bennett et al. 1994,
The globin fold is found alsn in the proteins of the Bel-2
family, whiwh am mavolved m the regulation of the
apoptosis {Festk 2. Despite a lower stability, the

Figure 1. Ribbor mpresentation of aMh The a-belives are marked with
lesers froan A to H. The sidechains of Tip7 and Trp 14 located within the
a-helin & are shown in yellow.
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apo-form of myoglobin possesses a structure close to that
of the holo-formn (Lob et al. 1995 Eliezer and Wnght
1996, Jamin and Bakdwin 1998, The heme’s largest
effect on myoglobin structure is on the stability of the F
whelix, which s much more fexible in the apo-form
(Bernad ot sl 20045 The folding maction of aMb in
solution has been studied in detail (Griko et al. 1988
Hughson et al. 1990; Bardck and Baldwin 1993 Kataoka
et ab. 1995; Guiotta et al. 20023 Jamin 20055 A partially
folded state 1s detected dunng the pH-mduced unfolding
of aMb {Griko et al. 1988 At pH 6. the prowein is foldad
and contains both secondary and tertiary structures, and
it is unfolded m pH 2. The partially folded state, which
coptains  spcondary  strectures but no stable tertiary
structure, & stabthzed at pH 4. This state possesses the
characterstics of the sowvalled molien globele state
{Hughson ¢t al, 19903 In this state, the echelices A, G,
apd H are alresdy more stable than the others (Eliezer
et al. 1998} The formating of 3 molten globule stae is
central in the membmne isteractions of proteins with a
glohin fold, The stabihization of this partinliy folded state
makes the hyvdrophobic regions of the protein accessible,
and diminishes the energetic cost of the topology changes
reguired for the mteraction {van der Goot o1 al. 1991
Joheson angd Cornetl 1999 Chenal et ol 20023

In the present work, we aimed o determine whether
aMb interacts with membranes to extmal heme from
the Hipid bilayver. We investigated the interaction of aMb
with large unilamellar vesicles (LUVs), and measured the
wflnence of adb membrane hisding on the rate of heme
uptake., Our msults show that all conditions favoring
mteractions of aMb with membrane destabilize i sineture
arel decelernte the rate of heme binding. This suggests thay,
in cells, membrne interaction s pot necessary for the final
step of the myvoglobin folding step. 1e. for holomynginbin
formation. The extraction of heme fom the membrane s
rather controtled by the greater affinity of the heme for
myoglobin than for the lipid bilayer

Resulis

Myoglobin contains two tryptophans. which are both
tocated in the Naerminal echelix {add (Fig, 1) The
muximum emission wavelength of the intripsic fluores-
cence spectrom (g, b which is sensitive to the tryplo-
phan {Trp: eevironment, has been used o mumitor the
pH-induced conformational changes and partihoning of
aMb between buffer and LUV LUVs have been pre-
ferred to SUVs as models of membranes becawse they are
more stable, and their curvamre 5 closer to that of the
membmpes i cells (Lepore o al, 1992 Epand 1998;
Heerkiotz and Epand 2001 Bigay 1 al. 2003; Yoshida
et al. 2004; Chenal et al, 20053, Figure 2 shows the pH
deperdence of Ay, for the petein in solution {triangless
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Figure L. Changes in the maximum emission wavelength (A, .0 of the
fluomscenoe emission spectrum as a function of the pH. aMb {1 pM) in the
absence (triangles) or presence (circles) of "LUWVs (300 pM). Both
experiments were performed in the presence of 30 mM NaC’l.

and in the presence of anionic LUVs ((LUVs) (circles). In
solution, we obtained the k.. values reported in the
literature (Kirby and Steiner 1970; Postnikova et al. 1991;
Jamin and Baldwin 1998; Gulotta et al. 2003). At neutral
pH. the protein is in the native state, and &, 15 around 330
nm, showing that the Trps located in the helix A are within
a hydrophobic environment. As the pH decreases, Apay 15
shifted toward higher values. A first transition is observed
between pH 7 and pH 4, leading to a value of k., equal to
334 nm. During this first transition, the Trps become
slightly more exposed to the solvent. The protein is then
in the partially folded state at pH 4. This state, which has
been extensively studied (Griko et al. 1988; Hughson et al.
1990; Barrick and Baldwin 1993; Katacka et al. 1995
Eliezer et al. 1998, 2000; Kay and Baldwin 1998; Gulotta
et al. 2003), contains native-like secondary structures but
lacks tertiary structure. A second transition is observed
between pH 4 and pH 2. It is related to the stabilization of
the unfolded state of the protein at acidic pH (Griko et al.
1988). Then, A, 15 around 344 nm, showing that the Trps
are much more accessible to the solvent.

This pH dependence is quite different in the presence
of "LUVs (Fig. 2, circles). These experiments were
carried out with a lipid/aMb ratio (L/P) equal to 300.
The pH-dependencies were similar in solution and in
the presence of LUVs (between pH 7 and pH 5.5), and
diverged as the pH increased further. In the presence of

LUVs, the decrease in Ayax below pH 5 indicates that the
Trps enter a more hydrophobic environment. The lowest
value of Apa (327 nm) was observed for pH values
around 3.7. An increase was observed for more acidic pH.
The latter transition is due to the initiation of the release
of protein from the membrane, which is also observed
when the binding is monitored by centrifugation (data
not shown). This release is correlated with the protona
tion of the head groups of egg phosphatidic acid (EPA)
(pKa = 2.9), leading to the disappearance of the electrical
charge on the surface of the membrane. Besides .,
measurements, the ratio between the fluorescence inten
sities at 325 nm and 365 nm (Fi.5/F45) was used to

monitor the fluorescence changes. Figure 3A (open
circles) shows the pH dependence of the Fi35/Figs matio
in the presence of "LUVs at low ionic strength, the same
conditions as in Figure 2. Both k. and Fia5/Fags matio
measurements display similar pH-dependence, with a
large change between pH 5.2 and pH 3.5 in the presence
of "LUVs (Fig. 3A, open circles). The changes recorded
with aMb in solution (Fig. 3A, open triangles), and in the
presence of "LUVs (Fig. 3A, open circles), seem to be
superimposed for pHs ranging from 7.2 to 5.5,

In order to highlight the contribution of the electro
static interactions to each step of the interactions between
aMb and "LUVs, we compared the pH dependence in the
presence of 30 and 150 mM NaCl. Increase in ionic
strength inhibits the electrostatic interactions and the
penetration of Trps in a hydrophobic environment that
occurs between pH 4.8 and pH 3 (Fig. 3A). To quantify
the effect of the ionic strength, the pH dependence of the

o
=1

-
an

Figure 3. Effects of charge and ionic strength on the interaction of aMb
with LUVs az a function of pH. All experiments were camied out with a
protein concentration equal to 1 pM, in the absence of membmane
({triangles), in the presence of "LUVs (circles), or in the presence of
LUV s {EPC only) {squares). Two ionic strengths were wsed: 30 mM NaCl
{open symbaols) and 150 mM Mall (closed symbols). (4) Fluorescenoe
intensity matio {Fay'Fags). The data obtained in the presence of LUVs
(/P is 300) were fitted using the Hill eguation {continwous lines)
{B) Partitioning experiments monitored by centrifugation (L/F = 3000
The continuous lines are the hest fits to the Hill equation. () Observed
rate constants (K.q,) of LUY permeabilization by aMb. L/P matios were
equal to 350 and 400 for anionic and witterionic LUVs, mspectively.
The mte constmts were normalized to the L/P ratio. To facilitate the
comparizons between the variows pH dependences, the beginning of
the binding of aMb to "LUVs monitored by centrifugation is marked by
aligned armmows in B and C, and that of the conformation change detected by
Tluworescence by aligned armows in A and C.
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largest fluorescence change in the presemce of lipid
vesicles was fitted psing the Hill equation (see Materals
and Methodsy. At low fonic strength, the pH of the half
trapsition {pHy b and the cooperativity (ngd were .65 and
L& respectively. AL bigh fonic strength. the valpes were
4.4 for pHy» and 2.3 for ny. According to the ny values.
at feast two or three protons must hind cooperatively to
induce the trapsition leading to the penetration of Trps
i a hvdrophobic environment. The shift of pH,» in the
presence of a high concentranon of NaUl highlights
the electrostatic contributions to aMb membrane hinding.
For bhoth fonie strengths, the conformation change of
aMh in the presence of "LUVs is fully reversible. The
fluorescenve speeirum of the soluble profein s recovered
upon o pH-jump back w pH 7 (data not shown

The binding of aMb to LUVs was also monitored by
centrifugation experiments (Fig. 2B The Trp fuores
cence at 330 pm of the solution before and after centr-
fugation was used to determine the amount of protein
pelleted together with LUVs, At fow salt concentration
{Fig, 3B, open circles), partition measurements indicated
that aMb was completely bound to "LUVSs helow pH 5.5,
The binding is guite cooperative and occurs between
pH 6.5 and pH S5, At pH 7, no binding was detected for
liptdfprotein molar ratios pp to 2500 {data not shown
When the partition experiments as a function of pH were
done in the presence of pwitteronie LUVs (TLUVs, only
weak binding was detected around pH 3.5 (Fig. 3B, open
sguares). These results highlight the need for the eleciro-
stalic interactions between aMb and "LUVs, Curve filting
of the duts obtained in the preserce of "LUVs using the
Hill eguation gave the half ransition pH {pH») as 588
and the Hill number (ny as 3.7, In the presence of
LE0 mM NaCl (Fig. 3B, closed circlesy, the pH depend-
ence of the binding of aMb o "LUVs was slightly shified
toward more acidic pH., Corve fitting indicated pHiz =
57 and np = 2.6 (Fig. 3B Whatever the ionic strength
of the solwtion. the hinding of aMb w "LUVs {Fig. 38B;
oveurs at more atkaline pH thae the corfommational
change detected by fluorescence (Fig. 3A5 At fow jonic
strenetl, for instance. the binding monitored by centrifu-
zation ovcurs bebween pH 6.5 and pH 5.5, while the main
fluorescence change is observed between pH 3.2 and
pH 3.5 This is more obvious with the values of pHys:
there is a diffcrence of more than one unit between the
valies obtaired Bz the two experiments. Therefore, two
steps can be distinguished in the interactions of aMb
with "LUVs: {1} membrane binding. and (2} peretration
of the Trps in a hydrophobic environment. The cooper
ativity of the pH dependeree (ng = 1) indicates that the
cooperative binding of at least two or thres protwns (o
aMh is required for both steps.

To evaluale the extent of destabilization of the lipid
bifayver by aMb, we investiated the membrane perme-
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ahilization induced by aMh. This was moritored by the
release of a flworescent probe, pyvranine, trapped inside
the Hpid vesicles. A guencher of pyranine fluorescence,
DPX, was added to the buffer, and its effect was
immediate, The fuorescence decay reflects the kinetics
of pyvrasine release from LUVs, In experiments with
antoric and switterionic LUVs, the L/P ratio was 350
and 400, respectively (Fig. 3C). The time dependence of
pyranine refease was fitted by a single exponential decay,
and the mies given by the fitting procedure (kpq ) were
rormaltized to the LiP molar ratio. At newtral and atkaline
pH. when the prowein does pot interact with the lipid
vesivles according to the fluorescence and partition
experiments, no release of the pyranine was observed,
At fow Nall concentation (Fig. 20, open circlesy,
membrine permeabilization was detected at pH values
fower than 6, and the release rate increased as the pH
decreased, At pH 5.5 L the first pH at which membrane
permeabilization was observed, the binding of aMb 1o
LUV was almost complete, while the second transition
monitored by Suorescence had just started (Fg. 3, apen
circlesy, To facilitate comparisons between pH depend-
ences, the beginning of the binding of aMb to LUVs
monitored by centrifugation is marked by aligned amrows
in Figure 3B and €, and the start of the confonmation
change detected by fluorescence by aligned arrows in
Fieure 3A and C. The start of the conformation change
and the end of the first trapsition are roughly concom-
ftant. Membrane permeabilization seems more Hoked 1o
the second step of the interaction, Le. the penetration of
the Trp within a byvdrophobic epviropment. This was
confirmed 1o the presence of a high NaCl concentration,
The onset of membrane permeabilization was shifled
toward more acidic pH and started o be detectable from
pH 33, At this pH, the binding monitored by centri-
fugation was complete, while the penetration of the Tips
within a hyvdrophobic epvironment was ready to begin
(Fig 2. closed circdesy, Shight permeahifizaton was detected
inn the case of the "LUVs (Fig. 3C, open squares), and was
related o the partial binding detected by centrifugation
(Fig, 3B, open squares.

The L/P mtio reguired for membrane permeabilization
by aMb (1/P = 3003 was much fower than that commonty
used in the case of bacterial toxins {L/P 2 3000 {Chenal
et abl. 20023, indicating that more protein i necessary.
The mechanism  underlving membrane  permeabiliza-
tion by adb may be either pore Formation or Hpid vesicle
fragmentation  for miceliizattony The latter has been
described by Lee and Kim {1992), whose electron micro-
scapy experiments showed that miceiles accumulate
apif form large complexes wpon the addition of aMb to
LUVs, This micellization can also induce the melease of
pyranine. Vesicle fragmentation decreases light scatter-
ing, which can be montored {fee and Kim 19923 The
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translocation domain {377 of diphtheria toxin was wsed
for the controf experiment (Fig. 4A}. In conditions known
to ipduwe permeabilization of "LUVs by dT (1P = 3004
3 mM vitrate butfer: pH 5 no NaCl (Chenal et al. 2002),
fight scattering remaiped constant, showing that LUV
permeabitization docs pot oceur via a lysis mechanivm, In
these conditions, the normalized rate was 2 % 107 see™
{Chenal et al. 2002}, i.¢., three orders of magnitude larger
than the value ohserved for aMb (Fig. 300 In the case of
aMb, the protein was not bound o “LUVs al wevtrad pH
{Fig. 3B, arclesy 5o no permesbilization occurred and
the light scatiering was unchanged, while addition of aMb
at pH 3 reduced the scattered light intensity (Fig 4A0
The pH dependence of the rate of decay of scattered Hght
was simifar 1o that of the pyranise release (Figs, 30 4B}
At a given pH. however, the rate was three times slower
i the light scatieneg oxpenments. This suggests that
the lipid bilayer & destubilized upon binding of aMb
{feading to the LUV permenbilizationy, and micellization
then occurs.

We used far-UV cireslar dichroism o probe the
secondary structure changes iovolved in the interacthon
{Fig. B AtpH 7, the spectrum of the natbve stale in solu-
tion {Fig. 3A, dashed line) has minima sround 222 nm
and 208 pm. which are typical of a protein with an e e lix
content. In the presence of "LUVs (Fig. 3A, continwons
line). the spectrum was identical to the previous ope_ as
expected, since the prolein was not bound o LUVs n
these conditions, At pH 5.5, the spectium of the soluble
form {Fig. 5B, dashed line) was sull similar to that of the

Time {min}
o 5 W 15 20
1_5 i L i " L L
abfpH 7
= 19 4
= 054
G.O«A
< 0
O
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=
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0 - Gp 0'
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Figure 4, Lightscatbening changes. L4 Light scatbenng weas monitored by
the miio berwoen the light intensity measured as a funcion of tine and that
before the addition of the prtein (M) Shown are the kinetics with aMb
1 pMLAP = 350) in the presence of 30 mbd Nal'l ot pH 7 and pH &, and
with the marslocion doman of the diphthera tonin (100 nM: LIP =
3Ky at pH & 8) Ohserved rate constants of light scaitering changes
{han) 33 3 Tunction of pH.

pavas)

Wavelength {nm)}

1012107 {deg.orm’ dmol”")
o

26

260 220 240
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Figure & FarUV CO spoctra of aMb in the presence of “LU Vs at various
pHs {Dushed linesd aMdb (25 pM s solsdon, (Continsaus lines) aMb
(2.8 uMi e the presence of "LUVS 4P = 2000 (8 pH T 08 pH 3%
HEE - ER

native state at pH 7. No sigmificant change was observed
in the spectrum recorded in the presence of "LUVs (Fig.
3B, continuous Hee), despite a slight increase i intensity,
At pH 4, small changes were observed in the spectrum of
the prowein i sohdion {(Fg. 5C, dushed hne) The
mimimum at 208 nm was slightly more pronounced than
that at 222 pm. As reported 1o the Herature, this effect
might reflect a small decrease in helical content due 10
stabilization of & partially folded state of aMb ar pH 4
{Griko ot al. 1988; Hughson et al. 1990; Barmck and
Baldwin 1993; Kataoka et al. 19935; Eliezer et al. 196§,
2000: Kay and Baldwin 19983 However, the helical
content of the protein at pH 4 remains high and close o
that of the pative state. Ju the presence of "LUVs (Fig. 5C,
continuous lined, the helical content increases slighdy
upon the binding of the protein to the membrine.

The results deseribed sbove reveal that the aMb-
mombrase interaction s pH-dependent. In order 1o deter-
mine whether the membrase interaction & involved in
heme uptake, we studied and compared the rate of heme
incorporation at several pHs in the presence and ahsence
of membrane. The combination of the heme with aMb,
tir Form the holo-form of myoglobin, induces an enhacce-
ment of the Soret band at 447 nm of the heme absarbance
spectram (Fig. 6A) This effect can be used to monitor
the extraction of the heme from the lipid bifayer by aMb,
The ahsorbance spectrum of heme trapped in the lipid
bilayer (Fig. 6A, 0 s) is close to that in solution (ot
shown). In our conditions, shout 80% of the heme was
bowmsd to "LUVs at pH 7 and 1H0% for pHs fower than 6
{Fig. 6B, closed vircles). The binding of heme to aMb was
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Figure 6, (A3 The offect of the binding w0 aMb on @ absorbance
specimm of heme is illustrated with absorhunce speetra monrded duning
the howe wpdake at pH 5.6 in the presenee of LUV, The spectrum & (5™
comesponas 10 the Teme insorporated in LUV in 3 pecluninary siep. The
intensity of the Sores hand a1 W7 nis increased spon uptake By myoglidin
{apectrem 32 49 271 (81 Apvisnd of heime {clased circles ) bound LUV
a5 3 fenction of pH dipid@eme = 40 monitored by contrifigation.
Binding of heme {open drcla) © aMb {3 pb) in the presesce of TLUVs
{aMbieme = | and lipidahib = 40) monitored by the variaion in e
ahsarhance a1 407 am Binding of heire {open thanglasi 1o aMb {3 wMiin
the ahsenee of “LUVs (aMivhenme = 15, The arows indicats the axis
catrespanding © the dependences.

observed up o pH 3 and vamished at pH 4, either w the
absence or presence of "LUVs {Fig. 6B, open symbaols ).
The presence of membrane had no significant effect on
the pH dependence of the amount of heme binding For
the experiments in the presence of "LUVs, the heme to
alb concentration ratio was 1. Therefore, even at pH 7,
whin about 206 of heme remains in solution, most of the
heme bound to myoglobin was trapped in the Hpid bilayer
hefore bisding. This &5 also true for the kinetic expern-
ments deseribed below,

The trapping of heme in the membrane has no effecton
the amount of holomyoglobin formed. To mvestigate a
possibie effect on the mechantsm of heme uptake. we
monitored the kinetics of binding in the presence and
ahsence of "LUVs (Fig. 7). The pH range of the inves
tigation was 7-34.4 in the presence of "LUVs, and 7-33 in
the absence of membrane. Difficulties in heme hamdling
imipair the experiments at lower pH in the absence of
LUV, Examples of heme binding kineties are shown
in Figure 7A, and the pH dependence of the hinding rate
is iHustrated in Figure 7B, Within the pH range explored
in solution, heme binding is quite fast {finished within
2 see) (Fig. TA, open circles) and weakly sensitive to pH
{(Fig. 7B, open circles). The kinetios are more sensitive to
pH changes in the presence of "LUVs (Fig. 7, closed
cirelesh, Between pH 7 and pH 6. the beme binding rates
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were simbar i the presence amd absence of membranes
{Fig. TB}1. Below pH 6, the binding became signifivantly
slower in the presence of "LUVs (Fig. 7B} This sugpgests
that the binding of aMb o LUV, which starts around
pH & (Fig. 3B, open coreles), decelerates the heme spiake.
Up to pH 4.5, the reacton further shws down as the
mterction of aMb with the lipid bilayer becomes tighter
{Fig. 7B, closed circlesy The pH dependence of the mate
seems 1o plateas sround pH 5 which 1s the pH mter-
mediate between the two steps of the interaction of aMb
with "LUVs deseribed eartier (Figs, 3A,B). This suggeus
that u first deceleration of the heme uptake ovows wpon
the binding of adb W LUV (Fgs. 3B.7B), avd that the
conformation change, which leads to the burying of the
Trps i a highly hydophobic covironment (Figs. 2.3A%
further slows down the heme uprake (Fig. TH),

Discussion

We report here an exhaustive study of the intermctions
of apomyoglobie (aMby wath lipid vesicles. We show that
aMb isteraers with "LUVs under avidic conditions, and
that the presence of negatbvely charged phospholipids
is reguired. Our results differ from those reported by
Busova and colleagues (20043, They have showe that
aMb interacts with Lipid bilayers at neutral pH. The

Amount of binding

0,01 ¥ L ¥ L ¥ 1 v

pH

Figure 7. {4} Kinetics of heme uptake by mpomyoglobin. The conditions
are the same as in Figere 6 Kinetics {fopen circles) in the absence of
LEVE: The fastest kincties were revorded at pH 6.5 and the slowest & pH
S5, Kinenica foheed cirches) in the preserce of TLUVA: From the fases ©
the slowest kinctics, the pHs are 5.5 60, 8.4 56, and 44 The continzous
lines cogaspand 1o the best fits of a single exporential decay. (B pH
drperdenes of the yam of the beme uptake in the shernce of LU Vs (npen
crchks) and in the praenes of LUV:,
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discrepancy probably arises from the use by these authors
of SUV, sonicated lipid vesicles, which are characterized
by a higher curvature, favoring hydrophobic effects
within the solvent-membrane interface (Lepore et al.
1992; Heerklotz and Epand 2001; Chenal et al. 2005).
This difference in behavior of aMb in the presence of
lipid vesicles of various curvatures highlights that protein
membrane interactions are governed by subtle electro
static and hydrophobic effects.

Two steps can be distinguished in the pH dependence
of the interactions. The first step is monitored by partition
experiments, and can be related to the binding of the
protein to the lipid bilayer (Fig. 3B). The second step is
associated with the penetration of the Trps into a more
hydrophobic environment (Figs. 2,3A), and to the per
meabilization of the lipid wvesicles (Fig. 3C). These
observations suggest tighter interactions between the
protein and the membrane upon this second step. Accord
ing to the work of Lee and Kim (1992), in conditions
similar to those used here, the membrane permeabiliza
tion is due to the fragmentation of the lipid vesicles and
the formation of large complexes. In these complexes the
lipids are still organized in a bilayer (Lee and Kim 1992).
In the presence of "LUVs, the secondary structure of aMb
remains native-like over the whole pH range favorable w
the hinding (Fig. 5). The parallel between the stabiliza
tion in solution of the partially folded state at pH 4 and
the penetration of the Trps within in a hydrophobic
environment suggests that the loss of the tertiary structure
of the protein is necessary at that stage of the membrane
interaction. The stabilization of such a state, with native
like secondary structure but without tertiary structure, is
generally related to the interaction of amphitropic pro
teins with membranes (van der Goot 1991; Zhan et al.
1994, 1995; Zakharov et al. 1998%; Chenal et al. 2002). In
the present case, however, we have no direct evidence
for the destabilization of the tertiary structure; the weak
amplitude of the near-UV CD spectrum of apomyoglobin
and the scattering due to the lipid vesicles impede moni
toring of the tertiary structure.

Apomyoglobin shares some characteristics of amphi
tropic proteins with a globin fold, such as bacterial toxin
domains (Holm and Sander 1993a.b). Its interactions with
lipid bilayers are pH-sensitive and require the presence of
anionic phospholipids (Parker and Feil 2005). Moreover,
they are linked to the stabilization of a partially folded
state, which has the characteristics of a molten globule
state. More particularly, the pH dependence of the inter
actions of aMb with "LUVs (Fig. 3) presents striking
similarities with that of the translocation domain of diph
theria toxin (Chenal et al. 2002). For both proteins, two
steps can be distinguished. The first corresponds to the
binding to the lipid bilayer, and the second to the mem
brane permeabilization. In both cases, the second step is

Ll

related to the penetration of Trps within a hydrophobic
environment. Conceming the translocation domain of
diphtheria toxin, it has been proposed that this movement
of the Trps is due to a movement of the amphiphilic
N-terminal e-helices within the membrane interface (Chenal
et al. 2002). As the pH decreases, the acidic side chains
become protonated and lose their negative charges. Then,
at acidic pH, the interaction of this amphiphilic o-helix
with the lipid bilayer results from electrostatic attractions
between basic side chains and anionic headgroups of
phospholipids, and from hydrophobic interactions (Chenal
et al. 2002). As a consequence, the hydrophobic face of the
helix, where one of the two Trps of the domain is located,
penetrates deeper into the hydrophobic core of the lipid
bilayer. A similar behavior can be proposed for
the N-terminal w-helix of aMb, which contains the two
Trps of the protein. This helix also contains three gluta
mates, which can be protonated at acidic pH and lose their
charge. Then, the helix can penetrate the hydrophobic core
of the membrane, together with the Trps. Hence, a similar
behavior is found for two proteins of different functions.
This highlights how the pH can regulate the position,
within the membrane interface, of amphiphilic a-helices
of amphitropic proteins in a way similar to that described
for antibacterial peptides (Falnes et al. 1992; Leenhouts
et al. 1995; Liu and Deber 1997). This effect of the pH on
amphitropic proteins is probably essential for the regulation
of their function. Overall, these results also indicate that
aMb behaves like other proteins of the globin fold family.
Although these proteins have evolved toward divergent
functions, they have preserved an ancestral infrinsic pro
pensity to interact with membrane, suggesting that the
globin fold is a structural platform well adapted to func
tions requiring an amphitropic character.

An evident role for the interaction of aMb with lipid
bilayers would be to facilitate the uptake of heme from
the outer mitoc hondrial membrane. However, heme bind
ing to aMb is observed at neutral pH when the protein
remains in solution, and slows down as the pH becomes
more favorable to membrane imteractions (Fig. 7). At
neutral pH, the heme initially incorporated within the
membranes of LUVs is transferred to myoglobin within
a few seconds. This suggests that heme has a greater
affinity for apomyoglobin than for the lipid bilayer. The
heme uptake becomes slower for pHs between 6 and
5.5, when aMb starts to bind to "LUVs. A possible expla
nation for this effect is that the affinity of heme for the
lipid bilayer becomes greater as the pH decreases. In that
case, however, the decrease in the uptake rate should
start earlier, because improved heme hinding to LUVs is
already observed between pH 7 and pH 6 (Fig. 6B), and.
obviously, this is not the case (Fig. TB). The effect of the
LUVs on the heme uptake seems more related to the
binding of aMb to the membranes. While the protein in
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solution is mostly pative around pH 635, the fact that
its binding to the membrane slows down the beme uptake
ratses the guestion of the stucture of the membrane-
bound protein. There are two possibilities upon binding of
the protein to heme-loaded "LUVs: (1) the proteie remains
in a mostly native-hike state, but the heme hinding site i not
avatlable, or {2} membrane interaction induwees wiolding
of aMb, and, cosseguently, the beme hinding site 15 dostabi-
tized. The fact that wo change & detectad by spectroscopy
fFluntescence and far-UV CD} suggests that the first possi-
bility is the rght one. However, the second possihility
cansot be completely excluded At this gage, we can only
conclude that beme bmds oy aMb in sohetion.

At least m vitro, the mteraction of aMb with the
membrame s not pecessary for heme uptake, and in fact,
it decelorates the process, In vivo, howeyor, it is possible
that, within the crowded cytoplasm of a cell {van den
Berg et al. 2000y, the interaction with mitochondna ment
branes increases the probability of heme uptake by adlh,
Hence, the amphitropic character would drive aMb in the
vicigity of the membmne, favonny i folding maction.
Howevern, the amphiropie character of myoglobin seoms
necessary o secomplish at least one of its physinlogical
functions, the release by the holo-form of O o the outer
mitockondrial membrane.

Materisls and methods

Pratein expression and purification

A svnthelic gene for sperm whale apormyvoplobin {aMb) was
exprissed and purified as described (Weisbuch et al. 206053,
Prolein concentralion was defermined by absorbance in 8 M
puznidiniusm chloride using Swpom = 15,200 M lem™ and
Ergnm = 10800 M lom ' The meombinant T domain of
diphtheria tosin {dT) was expressed and purilied as deseribed
previously {Chenal et al 20021

Freparation of large unilamellar vesicles (LUVs)

Vesivles were prepared 3l & concentration of 20 mM i 4 mM
ciirate Baffer either with 30 mM NaCl er 1530 mM Na(l by
reverse phase evaporation. Anionic LUVs ["LUVsY were con-
stituted from egg phosphatidic said tEPA} and ege phosphatidyl
choline {(EPC) {Avanti Polar Lipidsd at 1:9 molar ratie. Zwat-
terionic LUVs (FLUVH were prepared from EPC only. The
mcnadhsperaty and sire of LUVE (mean hydvedynamie duame-
eter = 1560 nump were checked by a Zetsizer 3060 mstrument
(10 mV HeNe liser &t 5328 mnd { Malvern Instruipents ),

Buffers

All sxperiments were done in 4 mb citrate buffer and sither
36 mM NaCloor 150 mM NaClat 22°C, The protem was kepl
in pure water and wes diluled in & range of buflers of various

pHs. The pH of diluted protein was checked after spectroscopic
melsurements.

JO98  Protwin Science, vol. 16
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Fluarescence speciroscopy

Fluorescence was measured usmg a FP-6300 specirofluormeter
{Jascol. The messurements were made in 3 thermostaled cell
holder. using 2 fom pathlength and 3omb guartz el The
bandwidth was 3 nm for both excitalion and emission beams.
The excitation wavelength was Gxed a1 280 mm. Matimal
amission wavelength { A o and Nucrescence miensity raiio o
325 and 365 nm {FiaPaast were oblained by averaging theee
swans collected over & 300-250 nm range vsing am stepsand a
sean rate of 100 nm - min ' Samples wers constantly dlirrad,
Background spectra were collerted using the samwe buffer and
lipid concentration. The protein concentration was 1 pM and the
lipuliprotein molar ratio (L/P) was equal to 300, unless stated
otherwise,

Partitioning of aMb to LUV monitored by cenrifuganion

The ratie LA was equal 1o 300 and the abb concentralion 1 pM.
Trp: uerescence was used as the probe of protein conceniration.
Vesicles were prepared with 055 of NBD-phosphatidyl etha
nolamine {NBD-PE} (N384, Molecular Probes;. LUVs and
prodeins were menbated i 5 mL R 2 hoat room teperatine,
Semples were centrifuged in & Beckman L-70 alracentrifuge
using & T 783 rodor @ 470 for 1.5 howath a speed of 62, 000 rpim
2650003 The efficiency of LUV pelleting wis checked by
measuring the NBD-PE fluorescence {excitation wavelength:
464 pm, emission: SO0-600 nm} betere and after contrifugion
{supernatant;, All experiments were alsy done withowt LUVs
o check the sedumentation of the seluble aMb. The fraction
of partitioned of pelleted aMb {f,. ) was determined as follows:

foa, = (Fy-FYFy, vhere Fy ad F oae the fucrescence

mitensities of abMb at 330 nm before and afler centrifugation,
respectively,

Curve fitting

The pH dependences of the mteractions of aMb with LUV,
i torsd By enher Huorescence {FiopaFasl or centrifugaion,
were fitted using the Hill equation as follows: P = Py (P ~
P+ AN, where P is the measured parsmmietes (FioyFrgs
of foa e Prand Pyoare the final and initial values, raspectively,
H i the proton concentration U1 = 107", K is the dissociation
vonstant of pHye. amd ng is the Hill coefficient. In the case of
the flucysscence measwrements, only the data within the
pH range of the largest changes were considersd for the bt
{pH 5.3-31

Lipid vesicle permeabilization assay

Experiments were performed as described previcusly {Chenal
e al 20021 The final concentration of oMb was | pb. Tn ovder
tir gel en optimsal signal {magnitude and experiment time} with
fipud-saturated conditions, the L/P mtie was equal o either 350
for anionic LUVs or 306 for 2wittenionic LUVs, The ohsarved
e Constams {(fpep ) were normalized o the LP molar ratio,

Light seatiering experiments

The experiments were camied out with ssionic LUVs anly, The
abb concentration was § p i citrate buffer containing 30 mM
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ar 156 mM NeCL Conirel experiments with diphtheriz toxin
ranskocation domain vsed the same conditions as Chenal
et gl {20020, ke, 5 oM cibvete buffer end without NeCl. Both
excilation md emission wavelsnpths were sel 1o 600G mo amd
the sample wis continuously stimed. Kinstics were initiated
By sddition of the proein w the LUVs soluton, The final
cobcentrations were 2ither | M of aMb with /P — 350 o
{00 oM of diphtheria toxin domain with L/P = 3008, The
observed rate constamls (3,0 were normeatized 1o the L maolar
Tatio,

Crroular dichroism spectropolarimetry

D experiments were performed on @ JASCO R8I0 spectiopo-
larimeter {Jascok An average of 30 scans was reconded in the
Far-E7V between 190 and 250 nm at 56 nm - min ' using oo
resolution steps and & bandwidih of 4 nm. The pathlength was
i mm., CD spectre were recorded for abb in selution and in
the presence of LUVs. The protein concentration was 2.5 pM
in Both experiments and the LA ratio was equal 1o 300, A
Tow concentration of protein was used in order o minimize
LUV iRluced light scattering. AH spectra were  buseline-
corected mmd then the Ssvitekv-Goday smocthing slpovith
wirs used with @ window width of five veloes in the Jasco spectia
anielvsis software.

Partitioning of heme to LUV monitored by centrifugation

The retic LUV heme wis equal to 20 and the hems concen-
tration 3 pM. Vesicles were prepared and incubated in £ ml for
30 min with heme al room Smperaiure. Samplss were ceniri-
fuged in a2 Beckman L7 ultracentrifuge using a Ti 76,1 rotor
for £3 I at & speed of £2,000 rpm (265.000g) Absorbance
spectra (30300 wm) were eoorded before and after centrifus
pation (supernalantt with @ Fewlen-Packwd 8433 photodiode
array mstrungent. Control expetiments were alie dons without
heme in order w0 take account of vesicle diffusion (hefore
centrifugation}. The fraction of heme bound to vesicles (£
was determined as follosws: fiy = (Ag-ANAq where Ay and
A we the absorbencies of heme ot S08 nm before and after
centrifugation, respectively.

Heme uprake kinetics

The prodocol used b these experiments was adapted from
that of Olson and colleapnes {Rose and Olson 1983: Rose et 2l
1985). Heme was solubilized at a concgnration of 400 pM in
10 mM NaOHU LUV (120 phd) were loaded with heme o 2
finel concentration of 3 M (lipidiheme = 400 The heme uplake
kinetics were initisted by adding aMb (3 pbd} (abbiheme = 1
and Hipidiahls = 4 Absobance spectra {300-300 nmg were
recionded during the kinstics of heme uplake with 2 Hawlett-
Packard 8453 phetodiode array instrument, Control experinems
of heme uptake by aMb in the absence of vesicles werz
performed using the same concentrations 43 b aMB/3 b
hemer In ovder to avoid hemwe precipitation at acidic pH, herme
uptzke Kinstics in solution wers initiated by adding a small
volume of heme solution at alkaline pH 10 2 solution of aMb
at 2 pHE adjusted in order © get the right pHl upon nixing.
Absorbance spectra were then recorded as described above. A
buseline correction was applied o the spectin in ouder 1o ke
inte account the light scattering due 1o the lipid vesicles. The

227

aMb/heme ratie used was abwavs equal 1o 1, and we checked
by chworatopraphy that heme was fully bound to myoglobin
al pH 7.
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Defining the Interacting Regions between
Apomyoglobin and Lipid Membrane by Hydrogen/
Deuterium Exchange Coupled to Mass Spectrometry

Petr Man', Caroline Montagner?, Grégory Vernier?, Bernard Dublet’
Alexandre Chenal?, Eric Forest'* and Vincent Forge?*

' aboratoire de Spectrométrie Sperm whale myoglobin can be considered as the model protein of the
de Masse des Protéines Flnbin family. The pH-dependence of the interactions of apomyoglobin with
Institut de Biologie Structurale ipid bilayers shares some similarities with the behavior of pore-forming
(CEA-CNRS-UJF) domains of bacterial toxins bel(mgglnug also to the globin family. Two
41 rue Jules Horowitz different states of apomyoglobin nd to a lipid bilayer have been
38027 Grenoble, France characterized by using hydrogen/deuterium exchange experiments and
1 : s mass spectrometry. When bound to the membrane at pH 5.5, apomyoglobin
I.EIEUA‘ EE:fVEi ”g;?:k ¢ remains mostly native-like and interacts through o-helix A. At pH 4, the
Bi jumf: ’I:'_ Pf—Iéml: e binding is related to the stabilization of a partially folded state. In that case,
I’U?’VI% 5‘24;} CEA-}’G dble a-helices A and G are involved in the interaction. At this pH, e-helix G,
37 o e H:c!rt . i which is the most hydrophobic region of apomyoglobin, is available for
33‘,}5;{3 g rﬂbj y; . interaction with the lipid bilayer because of the loss of the tertiary structure.

FEROAE, FIOE Our results show the feasiblhh.-r of such experiments and their pntenhal for
the characterization of various membrane-bound states of amphitropic
proteins such as pore-forming domains of bacterial toxins. This is not
possible with other high-resolution methods, because these proteins are

usually in partially folded states when interacting with membranes.

i 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: apomyoglobin; amphitropic proteins; protein/membrane
*Corresponding authors interactions; H,/D exchange; mass spectrometry
Introduction proteins are excellent models to provide insight into

The structure of proteins inserted in biological
membranes is determined by the fine coupling
between the energy of the protein folding and that
of the polypeptide partiioning into membranes.
Some soluble proteins, the so-called amphitropic
proteins, can switch from a soluble to a membrane-
bound state for their biological activities." Such

Prezent address: A, Chenal, Unité de Biochimie des
Interactions Macromaléculaires, URA 2185, Départerment
de Biologie Structurale ¢ Chimie, Institut Pasteur, 25-28,
rue du Dr Roux, 75724 Paris cedex 15, France.

Abbreviations used: aMb, sperm whale apomyoglobin;
EPA, ege phosphatidic acid; EPC, egg
phesphatidylcholing; H/D, hyd rogen /deuterium; LUY,
large unilamellar vesicle; "LUVY, anionic LUV, MALDI,
matrix-assisted laser desorption/ ionizalion.

E-mail addresses of the cormesponding authors:
erc.forestiibs. i vincent forgedicea. fr

the interactions between proteins and membranes,
Some amphitmpic proteins belong to the globin
family, which i characterized by a specifically
assembled group of six to ten o helices.2? The globin
fold can be found in bacterial toxins, l-.uch as the
translocation domain of dlpﬂhthena. toxin,** pore-
forming domains of colicins,”" as well as members
of the Bel-2 family that play an lmpmmntmle in the
regulation of the apupt{m«:  For these proteins,
formation of a partially folded state is reqlulred for
their insertion within the membranes."™ ' This is
the so-called molten globule, characterized by a
large amount of secondary structure but Iackmg
*-:table tertiary structure. Formation of this state
makes the Hydmphnbic wa-helices available for
interactions with the lipid bilayer.

The globin fold was described originally for
myoglobin, a member of the globin family involved
in the intracellular transport of oxygen in various
organisms. Sperm whale myoglobin is a 153 amino
acid residue protein containing eight o-helices
designated A to | .'* This is the most studied and

NZ22-2536/% - see front matter @& 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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the best known member of the globin family, Its
unfoiding/retolding reaction has been studied in
detail; "% more particalarly, the partially folded
states stabilized under acidic condiBions. ' Within
the molten globule state observed around pH 4
and formed during the fastest steps of the folding
reaction, the a-helices A, G and H are already sta-
bilized and have mative-like interaciions between
each other™ Interactions of &pn'n\or:iu-bm faMb}
with membranes have been reported 2 The
mteractions of aMb with lage unilamellar vesicles
(LUVs) are phi-dependent and require the presence
of antoric pl‘u\phﬂl!prds * Two steps can be
distinguished in the pH-dependence of the interac-
gons, The protein binds to the lipid vesicles in a first
step, for pH values still propitious o the rative state
(pH 55} This binding & detected in partition ex-
periments but not by spectroscopy (fuorescence
and circular dichroism), suggesting that the protein
does not undergo a large ahan!,e of conformation
during this step. However, the binding of heme is
decelerated, implyving that the hemebinding site
m umavailable when aMb s i mierachon with
ipid bilavers. The second step cccurs at a more
acidic pH {4} and is refated to the penetration of the
myptophan (Trp} ssde~chains within a hydrophobic
environment AL that stage, the mwractons of aMb
with the lipid bilayer are dghter and mduce the
fragmentation of the LLIVs Therefore, two wollk
defined states of aMb can be disfinguished in the

H-dependence of the interactions with LUVs. At
pH A5, the protein & superficdally bound to the &ipid
btim. BT Aﬁthnuvl\ no change in the structure of the
pruta_*m is detected by spectroscopy, the binding site
of hemw is not available in that state. At pH 4, the
tryptophan residues, both located n e-belix A, have
penctrated into 3 hydrophobic environment and the
mipraction of the prowin with the membrane is
tghter than thatat pH 5.5,

Hydrogen/deuterium (H/D) exchange expert
ments provide information on the local stability of
proteins. Their coupling with nuclear magretic
!‘L“\Ql'HﬁLL (’\.\11{} or maxﬁ hpu_'trcmei'r\ [\‘I‘:ﬁ hl‘-

ture of partially Qt‘?fded states of protein durmt, a
folding reaction.™ H/D exchange experiments
associated with MNMR have besn performed on
amp hitropic pmtaemﬂ interacting with membra-
nes. U These experiments have allowed the loca-
fizatiom of the interacting region of the protein at the
single residue level It bas alse been possible to
characterize different conformations of a protein
bound to Hpid vesicles of various sizes. However, the
use of these protocels s Imited to only a small
ramber of proteins. I {n‘dm‘ to record the NMR
spectra and monitor H/D exchange at the single
residue fovel, the interaction must be reversed and
the protein must recover itsseluble native state. This
B possible only for proteins with a cofactor that
stabidizes their tertiary structure in seluton. Come
pared to NMR, MS provides information of lower
resciution, but has fewer corstraints concerning the
size and the state of the protein. However, the
resolution can be improved significantly if th*;_t
protein is digested by several different proteases.
Another alternative i the use of directed mutagen-
esis, which can reach 3 single residue rt*wriut'm‘
as well as the above-mentioned techniques™ We
present here characterization of aMb bound o an-
wonic LUVs, The H/D exchange experiments have
been coupled with MS, and we have been able w
characterize the interacting regions of the protein at
pHESD and pH 4 ie for the two statis o alMb bound
to LUVs that we described earlier™

Results

Peptide mapping

In a first step, we digested aMb using pepsin and
performed liguid chromatography tandem MS
(LC-MS /0SS soalysis. On the basis of the tandem
muss spectra, we were able to identify 20 peptides
covering the whole protein seguence (Figure 1h
However, many of the peplides were toe long to pro-
vide reasonable information about H/D exchange
(Figure 1} In order to increase the resolution of eur

s | A — B

o

H‘VI.SEGEHQL raveaRveR ' DVEEHGQDIL IELFEsHPEY ‘LEKFDEFRHL KTEARMRASE DLARRGVIVL
—r =

H

Figure 1. Peptide map of aMb. Peptides oblained by protease type Xl or pepsin digestion of aMb are shown as black
ar grev left o nght arrows, respectively. Helives AcH, & found in the aMb structare {Protein Data Bank 1D 1UFF), are
shown as boxes with the mspective letter above the sequence, Unstructuredd regions are displaved as straight Hnes,
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experiments, we dig&'-ited the protf_-én using protease
type XL We again reached 1% sequence coverage
but with 27 peptides. When the peptides resulting
from both digesfions were combined into a peptide
map, several overlapping peptides were obtained
(Figure 1}, importantly inthe interacting regiors of the
profein, as will be shown ater,

Global kinetics of exchange

The samples were prepared as described in
Materials and Methods. Inbrief, the fully deuterated
aMb in a dirate bulfer of pD 4.0 or 5.5 was mixed
with froshly prepared LLWVs and the pD) was
adjusted o the desired value The fina! concentra-
ton of aMb was 26 pM and the Hpid to protein
mofar vatio was 300, The mixture was incubated for
2 h at reom temperature. Then, the samples were
quickly diluted tenfold inte hyvdrogenated citrate
buffr and the kinetic study was starfed. In this
setup, used less f!t.‘qui.-‘uti}:'mtm- protem is deuterated
i the initial stawe of the exchange reacton and
deuterons are exchanged for protons. Aliquots were
taken at different Himes, ranging from mimges to
hnars, For comparison, fhe al\ﬁ; in selubon was
subjected o back-exchange at both pH values. The
exchange was quenched (pH lowered to 22} by
addiion of phosphoric add, the sampies frozen in
liguid nitrogen and stored at ~20 °C. Before amalysis,
the aliguots were thawed and 0.5 pi was spotied on
the matrix-assisted laser desurptim} FJionization
(MALDID target, where it was mixed with the
MALIM matrix (sinapinic add), and dried quidkdy
(2030 s} undder a stream of nitrogen. This procedure
was repeatiad for each aliquot. MALDI spectra were
acquired in a lnear mode and three measurements
with extermal calibration were performed. The mea-
sured masses from all three measurements were
averaged. Although the MALDI mattix was prepared
in hydrogenated solvents, the initfial samples (Bme 0
in Figure 2, main frame} were amabveed as fully
deuterated on all 149 exchangeable back-bone
amides, Depending on the conmditions, this nitial
value was between 17370 Da and 17490 Da. This s in
agreement with the expected mass of aMb, fally
deuterated at the peptide bonds. Because the
exchange at the sidechains is fast, it was probably
completed before the sample was dried.

The period of exchange varied between 1 min and
53 h (Figure 2} After one minute of exchange the
mass of the protein was between 17385 Da and
17395 Da, depending on the experiments. Therefore,
we had access to approximately 407 of the exchan ge
and we could record only the slowest exchangeable
amides. At both pH values, the mass obtained after

iy {
B s e |

Tiewse (s}

Figure 2. Kinetics of global H/D exchange moniored
by MALDEMS. {2} Exchange perfonmed at pH 55, {b}
Exchange pedormed at pH 4.0, The msels show the
kmetcs with the time ‘gbm':d on 4 logarithomic scale
Svmbols in the graphs: (V) aMb in the presence of "LUVs
at pH 4 (¥} aMb in solution at pH 4 (O} aMb in the
presence of LU VE at pH A5 @ aMb wsodution at pH 5.5,

1 min of exchange was slghtly higher for the
kingtics in the presence of LUVs (Figure Z{a} and
(b} insets, time plotted on a Ingarithmic scale) This
was the first indication that interaction of the protein
with the vesicles decelerates H/ D exchange. At pl
5.5, the H/D exchange kinetics that could be
recorded was slower in the presence of LUVs;
this is particulariy obviouws in the inset in Figure 2(a).
Morgover, it seems that a few amides remain pro-
tected against the exchange after 50 h, The effect of
the mwracton with the membrane is more pro-
nounced at pH 4 (Figure Z(b}). The exchange kinetics
recordable with our protecol is much slower n the
presence of vesiches (Figure 2{b); inset} and an excess
of around 25 Da i detected after 50 h of exchange.
This suggests that a significant number of amides
are protected against the exdhange due o the
interaction with the membrane.

Local kinetics

In order to monitor local Kinetics of individual
parts of aMb, we digested the protein in aliquots

Figure 3. Kinetics of back exchange for selected peptides generated from aMb by proteciysis with pepsin or protesse
type X1 Peptides from both regions involved in the interaction with "LUVs are shown. {a) Peptides covering the helix A;
by peptides covering the helix T, Kinetics is shown for times batwen 3 and 34 h of back-exchange. The y-axis represents
the average molecular mass of the peptide and starts at a fully bydrogenated average mass. The numbers for the firstand
fast amino acids of the peptide are showy in the top right comer of each graph. Symbols are as defined in the legend to
Figane 2. The errors were estimated on the basis of o independent preparabons and mass spectrometric analvaes. They
are gither within the size of the svmbols or indicated as error bars,
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collected after 3 h, 6 h, 11 h, 25 h, and 34 hof H/D
exchange. The digestion performed either by pepsin
or protease type X1l resulted in 20 or 27 peptides,
respectively. To reveal the differences in deuteration
due to the interaction of aMb with "LUVs at both pH
values, we overlaid the averaged isotopic profiles of
the individual peptides. This allowed us to make a
rough estimation of whether there is any influence
of the vesicles on the exchange rate, especially in the
case of singly and doubly charged ions. For highly
charged ions (3+ and more), that were not isotopi-
cally resolved, the differences were not so obvious
using this approach. To improve the comparison, we
performed averaging of the data, smoothing and
ion-related deconvohation. The aveTage masses were
plotted as a function of time (Figure 3).

From the kinetics it was evident that regions 1-7,
15-107 and 139-154 are not involved directly in the
interactions, since there was no difference between
the aMb with and without LUVs for any of the
peptides covering these regions (e.g. Figure 3(a)
peptide 18-30). On the other hand, marked differ-
ences were found between the two pH values in the
region 8-15 covered by peptides 1-12, 810, 8-15 and
11-15 (Figure 3). The changes in the isotopic profiles
are shown for peptide 8-15 in Figure 4. The isotopic
profiles obtained for various times of exchange are
compared for each condition. The isotopic profile of
the protein shifts toward a lower mass as a con-
sequence of H/D exchange. In the absence of LUVs
(top views), the shift of the isotopic profiles due to
the exchange is obvious for both pH values. At pH 4
in the presence of LUVs (bottom left view), very
little shift is detected because only the highly
protected amides are still deuterated at that stage
of the kinetics (3-34 h). At pH 5.5 in the presence of

LUVs (bottom right view), the decrease in the

) pH 4.0
aMb - LUVs

541 542 543 544

540
aMb + LUVs

S40 541 42 543 544

Figure 4. Changes
(green), 34 h(black), at pH 4 {left

average mass is the consequence of the broadenin

of the sotopic profile rather than a real shift. On that

basis, we can draw a condusion that the region 815

represents a site of interaction between aMb and
LUWs.

The results for peptide 11-15 (Figure 3) are in
agreement with those described for peptide 8-15 and
confirm that this region of the protein is involved in
interaction with the membrane at both pH vales.
We notice that for both peptides, the influence of the
interactions with the membrane on the kinetics of
H/ D exchange is more pronounced at pH 4. A small
effect due to the presence of "LUVs is still detected
for peptide 16-30, while no protection is observed in
the case of peptide 15-30. Therefore, the region of
interaction in the N-terminal part of aMb presum-
ably can be extended to residues 16 and 17. Alto-
gether, these results indicate that the a-helix A is
mvolvedin the interaction of aMb with "LUVs at pH
5.5 and pH 4. Thisis illustrated in Figure 5(a), which
summarizes the results of the local kinetics at pH 4.

Another region of the interaction was localized
closer to the C terminus; namely, in helix G between
amino acid residues 108-111. Peptides 108-114, 108-
138 and 111-138 were much more protected against
exchange at pH 4 in the presence of " LUVs (Figure
3(b)). The protective effect was still detected for
peptides 112-138 and 115-138, but it was much
smaller. Thus, region 108-111 can be comsidered as
strongly protected and region 112-115 as weakly
protected (shown in Figure 5(a) in red and orange,
respectively). Unlike in the N-terminal region, we
carmot determine the limit for the weak interaction
accurately (residues 112-115). However, based on
fragment 120-138, we know that it does not reach
further than the amino acid bond between residues
119 and 120 {shown in Figure 5(a) in yellow). The

pH 5.5

Sis  me 840 Bl B4 B4a  B#d BB mi

of the isotopic envelope of peptide 815 as a function of ime of back-exchange: 3 h jred), 11 h
panels) and pH 5.5 (right panels), and either in the presence (lower half) or in the absence

(upper half) of "LUVs. The isotopic profile of fully hydrogenated peptide is shown as a grey line.

233



Annexes

inferaction between Apomyoghobin and Membranes

(a)

Hele: A~ yeliow

B - orange

C - red

D - purple

E - blue

F = green-biue
G —green

H - brown

Figure 5. {a} Theedimensional
model of abb (TUFP) with high-
ighted regions through which aMb
interacts with "LUVs at pH 44
Strongly protected regions {8013
and 108-111)are shown in red and
the orange highlights the neighbor
ing parts that are weakly protected
{1517 and 112-115L The velioww in-
dicates the region 116-119 forwhich
we have ro direct proaf of whether
it 15 protected Jinvolved oy the inder

LI

protection from exchange upon binding to vesicles
at pH 55 is not so obvious for this region of the
protein. The only influence 1s seen in the first time-
point (3 b} for peptides 108-114 and 108138, butis
much smaller than that observed for peptde 8-15.
Therefore, the nteraction at pH 5.5 for this region of
the protein can be considered much weaker than
that of region B-15.

Discussion

Depending on the pH, two states of aMb mteract-
ing with LUVs can be distinguished ™ At pH 5.5,
ther protein is boand to the Eipiﬁ vesicles and, al-
tlu'm};?‘z home binding wnot pue;::\'ibie, the protein has
not undergore detectable conformational changes.
At pH 4, the interactions between the protein and
the Hpkd bilayver are tighter and the typtophan
residues are in a hydrophobic environment. At that
stage, the inferactions with aMb destabilize the lipid
vesicles and lead to their fragmentation ™ These
two states of aMb interacting with " LUVs have been
characterized I:sy HAD exchange experiments asso-
ciatnd with M3 For comparison, aMb has been

234

action. The capital letters indicate the
individual helices A-H. (I Scheowe
of the interaction between aldb and
“LUVE AL pH 70 the aMb & in the
native fomn; at pH 5.5 it sall retains
the native-llike conformation but
interacts with the membrane g
the helix A; at pH 4.0 the protein
i in the molten globule state and
interacts closely with the mem-
brane vir the helices A and G, The
helwes A-H anme shown n diffevent
colors. The sidechains of the twva
Trp in helix A are shown in gres.
The sizes of the protein and the
membrane are proportional.

characterized by the same methods in solution at the
sarne phl values. Effedts of the interactions with
“LUVs on the global kinetics of H/D exchange can
be detected at both pH values (Figure 2). For both
pH values, the parts of H/D exchange kinetics
monitored with our protocols are sliower in the
presence of LUVs. At pl'{ R.5, the observed kinetics
s decelerated less than fen imes n the presence of
lipid vesidles. At pH 4, the Kinetics is about 100 times
stower in the presence of lipid vesides. This & in
agreement with tighter interactiors of aMb with
LUVs at this pHL

In our previous article, we could not conclude on
the state of aMb bound to  LUVs at pH 55, It could
be either in a native-like state, as i solution at this
pH, or in a partially folded state. The H/ D excha nge
kineties should enable us to distinguish between
the two possibiliies because of their high level of
sensibility to the protein structure stabiliny. One con
note here that oniy the slowest steps of the exchange
are monitored in our experiments, For instance, we
could not detect the effect of the local pH within
the nterface on the exchange kinetics of weakly
pmtﬁcteci amides, as was the case in our pre\-‘iuu_-;
study coupling H/D exchange and NMR™!
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However, we can expec to be able to distinguish
between a partally folded state and a native-like
state, because the largest difference expected
between the two cases is on the slowest steps of
the exchange kinetics. For that purpose, the kinetics
in solution must be compared, as well as those in the
presence of lipid vesicles. In both cases, in solution
and in the presence of LUV, the two kinetics cannot
be compared directly due to the effect of the pHon
the intrinsic exchange rates, which is about 30 imes
faster at pH 5.5.%7%* Therefore, for a given time of
exchange, the effective time for the exchange is 31.4
fold larger at pH 5.5 than at pH 4. In order totake this
effect into account, and to make comparisons, we
have multiplied the experimental times of exchange
of the kinetics recorded at pH 5.5by 31.4 and created
a normalized time-scale (Figure 6). In solution
(Figure 6&(a)), the corrected exchange kinetics is
much slower at pH 5.5. This is due to the fact that
aMb in solution is in the molten globule state at pH 4
and mostly in the native state at pH 55 with the
amides being much more protected against the
exchange by the tertiary structure. In the presence
of "LUVs (Figure 6(b)), the overall kinetics is still
much slower at pH 5.5, while the interactions of aMb
with the lipid bilayer is weaker than at pH 4,
confirming that the protein remains in a mostly
native-like structure upon binding to the membrane.
Despite the fact that the kinetics is faster at pH 4, it
seems to reach a plateau at a higher mass. This
indicates that, although the protein is in the molten
globule state at this pH, some of the residues become
protected against the exchange even more than in the
native state. The nature of this protection is due to
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Figure 6. Global H/D exchange kinetics (a) in solution
and (b} in the presence of ~ LUVs normalized (time for pH
5.5 multiplied by 31.4) for the difference in the intrinsic
exchange rate at different pH values 4.0 versus 55).
Symbaols are as defined in the legend o Figure 2.
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their nteracions with the membrane. One should
keep in mind that the interactions between the
protein and the membrane are stronger at pH 4 and
some parts of the proteins penetrate into the
hydrophobic core of the lipid bilayer.

Coupling of electrospray MS with H/D exchange
followed by proteolysis of the samples has allowed
identification of the regions of interaction with mem-
braneat pH 5.5 and at pH4. The pH-dependence of the
interaction of aMb with lipid bilayers is illustrated in
Figure 5(b). At pH 55, only the a-helix A has been
clearly identified as interacting with the lipid bilayer
and the structure of the protein remains mostly native-
like. The e-helix G, which is the most hydrophobic part
of the protein, is buried within the hydrophobic core of
the protein. As a consequence, it is not available for
interacting with the lipid bilayer. Moreover, it is
likely that at this pH the acidic side-chains are at least
partially negatively charged and this induces elec-
trostatic repulsion with the anionic membrane inter-
face. For peptide 8-15 corresponding to a-helix A,
a broadening of the isotopic profile 1s observed at
pH 55 in the presence of LUVs (Figure 4). This
behavior suggests that instead of having one
population acting rather homogeneously (as is the
case at pH 4), we have several populations where
the interaction is weakened to a different extent
(presence of one, two or three negative charges on
neighbor acidic side-chains for instance). As a result,
we have a superposition of different kinetics that is,
on the peptide level, observed as a broad ening of the
isotopic profile. Nevertheless, a-helix A appears to
be a preferred region for interactions with the lipid
bilayer. At pH 4, the protein is in a partially folded
state and the regions of interaction correspond to the
amphiphilic a-helices A and G (Figure 5). These
helices are ite hydrophobic and contain basic
amino acid side-chains able to interact with the acidic
phospholipids. Acidic sidechains are also present
within these helices. Their protonation at pH 4
cancels their electrostatic repulsion from the acidic
phospholipids and makes tighter interactions of the
protein with the membrane possible. These results
are in agreement with penetration of the Trp residues
(both uﬁf‘em in a-helix A) into the hydrophobic core
of the lipid bilayer, which we have rep-crm:d.z’i As
illustrated in Figure 5(b), we guess that helices A and
G do not adopt a transmembrane conformation but
rather remain lying between the hydrophobic core of
the lipid bilayer and the interface. We do not have
direct evidence for such conformation. However,
aMb does not possess the properties of other globins,
such as the translocation domain of diphtheria toxin
and the pore-forming domain of colicins, to permea-
bilize the lipid vesicles without disrupting them,**
and no part of its amino acid sequence shows a
tendency to adopt a transmembrane conformation
(data not shown).

The H/D exchange experiments coupled with M5
have proven to be useful for identification of the
regions of interactions with membranes of two
different states of aMb. Our results highlight the
importance of the amphiphilic o-helices in the
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interactions between amphitropic proteins and the
lipid bilayer. The use of MS has fewer constraints
than NMR and can, undoubtedly, be applied to
other amphitropic proteins of biological interest,
such as the pore-forming domains of bacterial toxins
or the proteins of the Bel-2 family.

Materials and Methods

Trifluoroacetic acid, pepsin and protease type XIII from
Aspergillus saitoi were all obtained from Sigma-Aldrich.
Acetonitrile (CH3CN) was obtained from 5d5 (Peypin,
France).

Recombinant protein preparation and deutaration

Sperm whale aMb was produced by heterologous
expression _in Escherichia coli and purified as described
previously.™ Freeze-dred hydrogenated aMb was dis-
solved at a concentration of 50 M in purezl-lg('} (Euriso-
top, Gifsur-Yvette, France) at pD 7. After incubation
mremigzht the solution was freeze-dried and then dissolved
in pure “Hz0 at pD7. These steps wererepeated three times.

Preparation of large unilamellar vesicles

LUVs at a concentration of 20 mM were p red by
reversed phase evaporation in 4 mM sodium citrate /citric
acid, 30 mM NaCl deuterated buffer at pD 7 (accurate p[»
was set using the equation pDegr =pHieaa +0.4)* from
phosphatidyl choline (EPC) and egg phosphatidic acid
(EPA) (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL)at a molar ratio
of 9:1.

H/D exchange

The deuterated ahb at a final concentration of 26 uh
was incubated with anionic LUVs at a 300:1 lipid / protein
molar ratio for 2 h at room temperatire. Tll)‘n pl was
adjusted to pD 4 or pD 5.5 using NaO®H or *HCL The
control experments, abb in solution, were performed at
the same time. The back-exchange was carried out ina cold
room. It was initiated by tenfold dilution of deuterated
samples into the hydrogenated bufferof corresponding pH
i4 or 5.5). The H/D exchange was quenc by mixing
80 pl aliguots with 20 pl of 110 mM HaPPOy and imme-
diately frozen in liquid nitrogen and stored at —20 °C.

Protein digestion

All protein digestions were performed in an ice-bath at
0 °C. Protease solutions (1.7 mg /ml of pepsin; 16 mg/ml
of pratease XIII), were prepared in 0.11 M HzPOy (pH 1.6)
and cooled to 0 °C. Apomyoglobinwas digested for 2 min
atpH 2.2 with a protease/substrate ratio of 1/1 (w /w) for
pepsin and 15/1 {w/w) for protease XIIL

HPLC peptide separation

Peptides obtained by protein digestion were loaded onto
a peptide MacroTrap (Michrom Bioresources, Aubum, CA)
column and desalted by washing with HPLC solution A.
Mext, the peptides were eluted on a reversed phase C18
column (1 mm = 100 mm; Interchrom ) separated by a linear
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radient from 15%-240% (v/v) solution B in 20 min fol-
red by 40%—45% (v /v) solution B in 5 min at a flow rate
of 50 pl/min. Before the separation, the column was
equilibrated with 15% (v /v) B. Solution A was0.03% (v/v)
trfluorcacetic acid in water; solution B was 95% (v/v)
CHACM, 0.03% (v /) trifluorcacetic acid. To minimize the
loss of deuterium during separation, the valves, trap
cartridge and column were cooled to 0 °C by immersion
in an ice-bath.

Mass spectrometric analyses

Global kinetics of H/D exchange were determined by
MALDI-time-of-flight MS (Vovager Elite, Applied Biosys-
tems). The samples were mixed on the target with
sinapinic acid and dried quickly by a stream of nitrogen.
Spectra were acquired in a linear mode over the mass
range B000-20,000 Da and processed using Data Explorer
4.0 {Applied Biosystems).

The MS/MS (mapping) and the kinetics of H/D
exchange on peptide fragments were performed on an
ion trap mass s rometer (Esquire 3000+, Bruker Dal-
tonics). The HPLC system was connected directly through
a splitting T-piece to the electrospray ionization source of
the = rometer. The capillary voltage was set at 4 kV
and an end-plate offset voltage at 500 V. The nebulizer gas
(MNa) pressure was set at 10 psi (1 psi =6.9 kPa) and the
dry gas (MN:) flow at 8 |/min at a temperature of 250 °C.
Mass spectra were acquired over the range of 350-
1800 amu for MS and 150-2000 for MS/MS experiments.
For the MS/MS experiments, the isolation width was
6 amu and the fragmentation amplitude was set to 1.5V
Data were processed using DataAnalysis 3.0.
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Résumé

Les neurotoxines botuliques (BoNTs), toxines les plus efficaces connues, sont
responsables du botulisme. Elles inhibent la libération d’acétylcholine aux jonctions
neuromusculaires causant des paralysies flasques. Lors de I’intoxication, la BoNT se lie a ses
récepteurs a la surface des neurones, puis est internalisée par endocytose. L’interaction de son
domaine de translocation avec la membrane a l'intérieur de compartiments cellulaires acides
permet le passage du domaine catalytique dans le cytosol. Le domaine de translocation de
BoNT/A (Tm) a été exprimé a partir d’'un géne de synthése. L’insertion de Tm dans la
membrane et son activité sont dépendantes du pH et apparaissent dés pH 5,5. Aucun
changement de structure n'est détecté par spectroscopie. Cependant, la formation d'une
structure quaternaire n'est pas exclue. L'activité de Tm est aussi sensible a la courbure de la
membrane, ce qui pourrait permettre une régulation supplémentaire de sa fonction.

L’apomyoglobine appartient a la famille des protéines a repliement de type globine,
comme certaines toxines bactériennes. Son interaction avec la membrane présente de fortes
homologies avec celle du domaine de translocation de la toxine diphtérique. Ce processus a
deux étapes (liaison puis insertion) est dépendant du pH et requiert le passage par un état
partiellement replié. Pour chaque étape, les régions impliquées ont été localisées par des
expériences d’échanges Hydrogéne/Deuterium analysées par spectrométric de masse. La
liaison a la bicouche se fait par une hélice amphiphile, puis une hélice hydrophobe intervient
pour I'insertion. Cette derni¢re n’est accessible qu’apres formation de 1’état partiellement
replié.

Mots-clés : Toxine Botulique, Domaine de Translocation, Interactions protéine-membrane,
apomyoglobine, Echanges Hydrogeéne/Deutérium, Spectrométrie de Masse.

Summary

Botulinum neurotoxins (BoNTs), the most potent known toxins, are responsible for
botulism. They inhibit acetylcholine release at the neuromuscular junction, inducing a flaccid
paralysis. Upon intoxication, BONT binds to its receptor at the plasma membrane of neurons
and is then internalized by endocytosis. Inside acidic compartments, the interaction of its
translocation domain with the membrane drives the translocation of the catalytic domain into
the cytosol. The translocation domain of BoNT/A (Tm) was expressed and produced using a
synthetic gene. Its insertion and activity have been shown to be pH dependent and to occur
below pH 5.5. No structural change could be detected by spectroscopy. However, the
formation of a quaternary structure is still possible. The sensitivity of Tm activity to
membrane curvature has been observed. This could be an additional control to its function.

Apomyoglobin belongs to the globin fold family which counts several bacterial toxin
domains as members. Its interaction with membranes shares some characteristics with that of
the translocation domain of diphtheria toxin. It is a pH-dependent two-step process (binding
and insertion) which requires the accumulation of a partially unfolded state. The protein parts
involved in each step have been identified using Hydrogen/Deuterium exchanges analyzed by
mass spectrometry. An amphipathic helix allows the membrane binding, and a hydrophobic
helix is involved in the insertion step. The last helix becomes available upon formation of the
partially folded state.
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