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| Bref historique des manteaux protéigues

La cellule est une structure hautement compartié@nLa membrane plasmique
délimite le cytoplasme au sein duquel se trouvari@urs organelles, telles que le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi, définies égant par des membranes lipidiques.
L’appareil de Golgi, riche réseau membranaire,éaidntifié a la fin du XIXéme siecle par
histologie par Camillo Golgi. Au milieu du XXemeesle, 'avenement de la microscopie
électronique a permis I'étude fine des systemesmedbranaires. Tres t6t, I'existence d’un
tel réseau souleve la question de la biogenéseanaiatien et de la communication des
structures membranaires.

George Palade publie en 1964 la premiére desmmipke la voie sécrétoire (Caro and
Palade, 1964). Par microscopie électronique, tllsuilevenir des protéines. Les protéines en
cours de synthése sont transloquées dans le taticehdoplasmique, puis transportées vers
I'appareil de Golgi afin d’y subir des modificat®most-traductionnelles avant de rejoindre
leurs destinations finales. Quelques années ptdsgedce a James Rothman et Lelio Orci, la
reconstitutionin vitro du transport des protéines au sein de l'appaeilGdlgi révéle la
présence de vésicules de transport (Orci et 886)12'appareil de Golgi purifié, incubé avec
du cytosol et une source d’énergie (de I'ATP), géndes vésicules de 70 nanometres de
diametre (cf. figure 1). En suivant une protéine ydus VSV) contenue initialement dans les
saccules golgiens, les auteurs mettent en évidgnedles sont l'intermédiaire de transport
entre les différents saccules golgiens.

La microscopie électroniqgue montre que les vésgybroduites par bourgeonnement
des membranes golgiennes, sont recouvertes d’uriemargui differe manifestement du
manteau a clathrine connu depuis les années seif&oth and Porter, 1964). La découverte
de ce nouveau manteau appelé COPI est une étapestdél’étude du trafic intracellulaire.
Des inhibiteurs sont rapidement mis en évidencepaeticulier le GTRS. Dans le systeme
reconstitue, le GTYS fige définitivement le manteau sur les vésiceleprovoque donc leur
accumulation. Méme si ce mécanisme d’inhibitioritéd’époque incompris, cette réaction
avait 'avantage de permettre de purifier les wds®&. L’étude biochimique de ces vésicules
révele ensuite I'existence de huit protéines. peptéines appelées COP_&tqrotein) sont
associées en un large complexe, le coatomer, farfaabriqgue élémentaire du manteau

(Serafini et al., 1991b). A ce complexe, est agsola petite protéine G Arfl. Elle est enrichie



dans les vésicules COPI par rapport aux membraolgiegnes et, est retrouvée en quantité
stcechiométrique avec les composants du manteaArflrgtait connue pour osciller entre
un état GDP cytosolique, et un état GTP lié aux brames. C'est pourquoi Rothman
(Serafini et al., 1991a) ainsi que Klausner (Dosaid et al., 1992) proposent
indépendamment que la protéine Arfl sous forme @3tFle « récepteur » du manteau qui
recrute les protéines COPI sur les membranes. Ley&bloquant la protéine G sous forme
active et attachée aux membranes, ceci expliquanditbition de la dissociation du manteau.
La conclusion essentielle de ces études est qupeotéine Arfl par son cycle GDP/GTP

contrdle le cycle d’assemblage et de désassemblagenteau COPI.
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Figure 1 : Photographie de microscopie électronique (Ortiat, 1986) montrant des
vésicules de 70 nm formées a partir de fractiorigigones incubées en présence d’ATP.

En parallele aux étudés vitro, le réle du coatomer dans le transport membraraire
niveau de I'appareil de Golgi est établivivo par Schekman par des études de génétique dans
la levure. Ainsi, parmi les genes essentiels atation sécrétoire vivo, on retrouve dans la
levure Sec21, I'homologue d'une sous unité esdémtidu coatomer de mammifére
(Hosobuchi et al., 1992). Pour I'anecdote, le permiutant Secl (protéine de liaison a une
SNARE) avait été identifié en 1979. En 2004, en maige a George Palade, Schekman et



Novick publient dans Cell « 23 genes, 23 yearsr kateu ils reviennent sur la liste des
mutants de sécrétion identifiés alors (SchekmanNowick, 2004).

Initialement décrit pour assurer le transport @géade des protéines de la face cis a
la face trans de I'appareil de Golgi, la fonctiom shanteau COPI a été depuis réévaluée
(Lippincott-Schwartz et al., 1989). Il semble airgie le manteau COPI est également
impliqué dans le transport rétrograde des enzynwgiemnes et permet également un
transport de I'appareil de Golgi vers le réticulemdoplasmique. Il sera montré ensuite que
ce manteau est capable de reconnaitre des protéamssnembranaires exposant dans leurs
extrémités cytosoliques un motif consensus cenirédsux lysines. Ce motif contribue en

retour a la stabilité du manteau sur les membré@@esson and Letourneur, 1994).
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Figure 2: lllustration du trafic vésiculaire de type CORIOPII et clathrine (Bonifacino and
Glick, 2004)

Il existe d’autres manteaux capables de générevéasules : les manteaux COPII et
les manteaux a clathrine. Les manteaux COPII igenent au niveau du réticulum
endoplasmique et permettent le transport veésiaulantérograde entre le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi. Les manteaabathrine ont une distribution plus large
comprenant le réseau trans-golgien, les endosotriasneembrane plasmique (cf. figure 2).

La formation des vésicules COPII est initiee pactivation de la petite protéine G
Sarl. Comme Arfl, Sarl se lie aux membranes erempeésde GTP. SarlGTP recrute alors
I'hétérodimere Sec23/24 qui lui-méme recrute le plexe Secl3/31 (cf. figure 3).
L’ensemble forme un manteau, c'est-a-dire un assg®abrégulier provoquant le

bourgeonnement d’'une petite veésicule.
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Figure 3: lllustration du recrutement du manteau COPIl a $arface membranaire
(Bonifacino and Glick, 2004)

A la différence de celle dmanteau COPI, la structure des manteaux COPIl £t de
manteaux a clathrine est résolue a ce jour (cfréigl). La cristallographie et la microscopie
électronique révélent que la structure du mante@PICrepose sur un cuboctaedre, une
forme géométrique avec 8 triangles et 6 carrégg(Seh al., 2006). Cette géométrie permet
d’expliquer la formation de vésicules de 60 nanoemtde diameétres telles que celles
observées en microscopie électronique. D’autredestistructurales suggérent une certaine
plasticité de l'architecture du manteau pouvantégéndes vésicules de plus grand diamétre
transportant par exemple les fibres de collagenean@Qaux manteaux a clathrine connus
depuis longtemps (Vigers et al., 1986), ils repbsem une géométrie d’hexagones et de
pentagones dont l'unité de base est un triskeler lassemblage fait intervenir de larges

complexes appelés adaptateurs et éventuellemsmpetiees protéines G.

Figure 4 Cage COPII (gauche) (Fath et al., 2007) et cage dfathrine (droite) dont un
triskele (Fotin et al., 2004)



Pendant des années, la formation des vésiculésangport a été présentée comme
étant le résultat de la polymérisation de complgxrestiques (coatomer, clathrine, COPII) a
la surface d’'une membrane. Autrement dit, les naantesont comme des moules mécaniques
qui imposent, par leur structure sphérique intiguse une forte courbure a la membrane. Ce
schéma a perduré jusqu’a la découverte du roldiddséamphipathiques dans la genese et le
contrle de la courbure membranaire. Ainsi, artadies années 1990, McMahon, de Camilli
et Antonny révelent indépendamment sur des praéidéférentes que des hélices
amphipathiques contribuent a la liaison des mamnteaéventuellement a la déformation des
membranes. Depuis, la liste des hélices amphipshigntervenant dans la courbure
membranaire s’est étoffée. Dans le paragraphe mlij@avais détailler les premiéres études

sur de telles hélices amphipathiques.



Il Les premiéres hélices amphipathigues associéesxamanteaux protéigues

L’epsine est une protéine impliquée dans I'endosgta clathrine. Les difféerentes
isoformes de I'epsine présentent un domaine comappelé ENTH « Epsin NH2-terminal
homology », conservé chez les mammiferes et dantevare. Ce domaine reconnait
spécifiguement le phosphatidylinositol 4,5-bisphagp (PIR). Comme le révelent des
expériences de cosédimentation avec des liposomesmdposition définie, la liaison de la
protéine est spécifique du BIR.a structure cristallographique en présencesdliBnalogue
soluble du PIR a permis d’élucider le mécanisme (Ford et alg2)OLe domaine ENTH est
constitué d'un domaine structuré en hélice alphdajosé d’'une séquence de 15 acides
aminés intrinséquement non-structurés. t’IRduit précisément la structuration en hélice
alpha de ce motif (dite HO), hélice qui vient coéipt la poche de reconnaissance de la téte

polaire du phosphoinositide (cf. figure 5).

Figure 5: Structure du domaine ENTH. Mise en évidencétdide HO en rouge. Du fait de
I'exposition des acides aminés hydrophobes deitééHO, le plan de la membrane est
vraisemblablement au dessus de la vue montréeited(eord et al., 2002)

En microscopie électronique, la surprise a ét&ale que l'interaction du domaine
ENTH sur les liposomes Pifhduit leur déformation en tubes de 19 nanomeateediametre
(cf. figure 6). Autrement dit, non seulement latpioe lie le PIR sur la membrane mais cette
liaison contribue également a déformer la membr&tesieurs résidus basiques de cette
hélice, dite HO, sont déterminants dans la recasaace du PP(cf. figure 5). Sur l'autre

face de I'hélice, se trouvent trois résidus hydaigs dont la mutation entraine la perte de
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tubulation des liposomes. Il semble donc que ld@amphipathique, en se structurant a la
surface de la membrane et en utilisant des rédigdsophobes, courbe la membrane. Le
mécanisme de déformation proposé est dit mécanibitene. Les acides aminés
hydrophobes s’inséreraient dans le feuillet expdséla membrane, ce qui accroitrait sa
surface au détriment du feuillet opposé. Par caresdig pour concilier cet écart de surface, la
membrane se courbe. Dans ces expériemmcedro, I'epsine se retrouve a forte densité a la
surface des liposomes. L'insertion de chaque héliée une courbure positive, I'effet de
'ensemble de ces hélices conduit a transformetippsome en tube. Dans le processus
d’endocytose, c’est bien entendu la clathrine pasteucture en cage qui est responsable de la
formation de la vésicule mais I'étude réalisée lfgauipe de McMahon montre que I'epsine
par son hélice amphipathique est capable d’indaireourbure de la membrane et donc de

contribuer a I'invagination de la membrane.

Figure 6: Microscopie électronique de liposomes seulsnuulhés avec I'epsine (Ford et al.,
2002)

L’endophiline contribue également a I'endocytosgadhrine, particulierement pour la
formation des vésicules synaptiques. Des étinlastro menées par I'équipe de Pietro de
Camilli montrent que l'incubation de liposomes eagence d’endophiline les transforme en
tubes (Farsad et al., 2001). Le motif de liaisor mxembranes lipidiques, non structuré en
solution, est une hélice amphipathique dont la fagkaire a une charge globale fortement
positive (cf. figure 7). Ce motif contribue, tellaélice HO de I'epsine, a induire la courbure
par pénétration de résidus hydrophobes dans ulteted la membrane. En effet, la mutation
d’un résidu hydrophobe en résidu acide bloqueaiadn de la protéine, et par conséquent la

déformation des liposomes. Une hélice similaireeflecde I'endophiline est également

11



présente dans I'amphiphysine, une autre protéineonale (cf. figure 7). Située a I'extrémité
N-terminale de la protéine, elle contribue a créerla courbure positive, laquelle va étre

épousée par le domaine BAR, domaine en forme danearsitué en aval de I'hélice.

Figure 7: Hélices de I'epsine, de I'endophiline et de I'amyhysine (le vecteur représente le
moment hydrophobe de I'hélice).

En conclusion, I'histoire des manteaux protéiquesst longtemps faite sans
soupconner I'implication des hélices amphipathiqueprésent, de telles hélices s’averent
étre des acteurs essentiels a I'attachement deteawnaux membranes et a I'induction de la
courbure. Dans le cas du manteau COPI, le mécandimteraction d’Arfl avec les
membranes repose également sur une hélice amphipetly'y reviendrai. Mes travaux de
thése ont contribué a étendre l'implication desick8l amphipathiques dans le trafic
vésiculaire. A présent, il est donc nécessaire @rirg le mode général d’interaction d’'une

hélice amphipathique avec une membrane lipidiqueaieo
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Il Généralités sur les interactions entre hélicesamphipathiques et
membranes

A) Introduction

Les hélices amphipathiques s’adsorbant sur lesbreemas ont été étudiées depuis
bien longtemps et ceci en dehors du contexte dedesuax protéiques et de la courbure
membranaire. La biochimie structurale de ces h&lreguiert une approche particuliére. En
effet, beaucoup d’hélices amphipathiques sont mattsirées en solution et l'interface avec
les membranes lipidiques rend impossible toute eéteristallographique. La structure en
hélice alpha est particulierement adaptée a la i@ de la bicouche lipidique. Chacune
des faces de I'hélice se situe dans un environnemnes difféerent. La face hydrophobe
rencontre les différentes chaines grasses des Ipblggdes alors que la face polaire est dans
une interface complexe d’environ 15 angstroms c@@pade groupements chimiques tres

divers et de molécules d’eéf. figure 8)

POLAR

NON-POLAR

phosphate

double-bonds

Scattering Density per Lipid x10* -»
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Figure 8: Position d’'une hélice modéle (segment d’'une igpplrotéine) dans une bicouche
lipidique (dioléylphosphatidylcholine) par des nmdbks de diffraction aux rayons X.
(Hristova et al., 1999)
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Dans ce paragraphe, je veux souligner ce quindisé d’'une fagon générale les
hélices amphipathiques des autres systemes denlipretéines/membranes. En particulier, a
la différence de domaines protéiques reconnaidaabte polaire de lipides tels que le RIP
les hélices amphipathiques pénétrent plus profoedémians la bicouche. Ceci exige donc

une description précise des membranes lipidiques.

B) Rappel sur les membranes lipidiques

Toutes les membranes cellulaires sont des bicguchmposées principalement de
glycérophospholipides. De par leur nature amphipHigs phospholipides s’agencent dans
'eau en bicouche, les deux chaines carbonées dquehphospholipide orientées vers
l'intérieur de la membrane, les tétes polaires J&rstérieur. Les glycérophospholipides
cohabitent avec d’'autres familles de lipides, eniqdier des sphingolipides et des stérols,
présentes en quantité variable selon le type e@l@ukt 'organelle considérée. La membrane
est une structure fluide (phase cristalline liquieledynamique, la vitesse de diffusion latérale
d’un phospholipide est d’environ 1fifsec. Visible en microscopie électronique, I'épaiss
d’'une membrane est d’environ 5 nanomeétres.

Comme la nomenclature I'indique, les glycérophadipides sont des molécules de
glycérol estérifiées par deux acides carboxyligaéiphatiques en position 1 et 2, et
phosphorylées en position 3. Notons que c’est appativement au niveau de ce glycérol
gue se situe I'axe d’une hélice amphipathique. ikardité des lipides repose d’une part sur la
nature des chaines carbonées (leurs longueueues insaturations) et d’autre part sur la
chimie de la téte polaire. Les acides gras esdérdgbnt tres divers; I'acide gras en position 1
est généralement saturé (C16:0 ou C18:0) alordapide gras en position 2 est extrémement
variable (de 14 a 22 carbones et de 0 a 6 insatnsat Le plus complexe est I'acide gras
docosahexanoique (C22:6), également appalé

Parmi les difféerents phospholipides, le phosphadple plus simple est l'acide
phosphatique portant seulement un phosphate. lexsit® des phospholipides provient des
groupements chimiques greffés sur le phosphate cflaline, la sérine, [linositol,
I'éthanolamine et le glycérol) qui conférent despoiétés différentes aux phospholipides. La

phosphatidylsérine (PS), le phosphatidylglycéroG)Pl'acide phosphatidique (PA) et les
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phosphoinositides (PI) ont une charge globale mégaandis que la phosphatidylcholine
(PC) et la phosphatidyléthanolamine (PE) sont esutf. figure 9).

Figure 9 : Représentation de différents phospholipides: phasdylcholine (PC),
phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylseriiS)( et phosphatidylinositol 4,5-bis
phosphate (PIR)

La phosphatidylcholine est présente en quantigorante dans toutes les membranes
(40-50 mol %). La répatrtition de la phosphatidyéétblamine est assez homogene également.
En revanche, la phosphatidylsérine est concenwéeiveeau de la membrane plasmique et
maintenue de facon asymétrique sur le feuilletrimgelLa sphingomyéline, lipide basé non
pas sur un glycérol mais sur la sphingosine, et @ostructure est relativement proche de la
phosphatidylcholine est enrichie dans les membrgrasmiques. A la différence des
phospholipides synthétisés au niveau du réticulungoplasmique, la sphingomyéline est
synthétisée au niveau de I'appareil de Golgi. Q@antholestérol, synthétisé au niveau du
réticulum endoplasmique, c’est I'un des lipides td@abondance dans les organelles varie le
plus : il est abondant dans la membrane plasmitymésent en quantité moindre dans les
compartiments de la voie sécrétoire précoce.

D’une fagcon générale, la cartographie des membragelulaires, qui reste encore a
affiner, révele des différences significatives dénsomposition en lipides des organelles
(van Meer et al., 2008) (cf. figure 10). Les memiesacomme celles de I'appareil de Golgi et
du réticulum endoplasmique sont peu chargées négatint, pauvres en cholestérol (rapport
molaire cholestérol/phospholipides = 0.2) et syigégs tandis que la membrane plasmique

et les endosomes ont une charge négative beautmprportante, un niveau de cholestérol
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plus élevé (rapport molaire cholestérol/phosphdépi= 1) et sont asymétriques.

lipidique des membranes évolue donc au cours deid¢asécrétoire.
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Figure 1Q Cartographie des lipides membranaires : quandfion et distribution chez les

mammiféres et dans la levure (respectivement blecéf bleu clair) (van Meer et al

., 2008)

En terme d’identitt membranaire, les phosphoiites{ bien que peu abondants,

jouent un réle majeur. Le niveau et la position géssphorylations donnent une grande

variété de phosphoinositides, chaque type se trdusar un compartiment membranaire

défini (Di Paolo and De Camilli, 2006). Par exeme phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate est localisé a la membrane plasmigjoes que le phosphatidylinositol 4-

phosphate est localisé au niveau de I'appareil olgiGDe multiples phosphatases et kinases

spécifiques permettent d’interconvertir les difféies espéces de phosphoinositides.

C) Interactions spécifiques entre protéines et lipes

Les phosphoinositides, de part leurs diversité®gphorylations de I'inositol) et leurs

localisations trés strictes, sont les lipides deixlpour la reconnaissance spécifique par des
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domaines protéiques. Par exemple, le phosphataiitoi 4,5-bisphosphate est reconnu par
des protéines possédant un domaine PH, les cihlast a la membrane plasmique. Les
protéines a domaine FYVE reconnaissent le phosphiabsitol 3-phosphate (PI3P) présent
a la surface des endosomes. La structure du donf&fv¥E a été co-cristallisée avec
'analogue soluble du PI3P, linositol 1,3-bisphbage (I'IlR) (Dumas et al.,, 2001). La
spécificité d’interaction pour ce phosphoinositiépose sur un résidu acide (D1352) faisant
face aux groupements hydroxyles non phosphorylés$iresitol de I'lP, (cf. figure 11).
D’'une facon générale, de par la grosseur de I'tobset de la forte exposition des
groupements phosphates, les domaines protéiquesigpes associés restent au dessus de la
membrane. Leur interaction ressemble a celle dgantl sur un récepteur et peut étre décrite

par un simple équilibre binaire.

FYVE
Domain

FYVE
Domain
Core

Figure 11 : Structure du domaine FYVE. Vue de la poche deéaspécificité du PI3P
(Dumas et al., 2001)

Les hélices amphipathigues en s’enfoncant plufopdgément dans les membranes

sont peu concernées par des interactions spédfiqec la téte polaire des lipides.

L’exception notable est I'epsine, mais nous avamphs haut qu’il s’agit d’'une interaction
complexe combinant I'enfoncement d'une hélice sdastéte polaire du Pl4,5Pet
I'interaction spécifique d’'une autre partie de l@tpine avec cette méme téte polaire. Plus
important donc que la composition exacte d’'une nramdy deux parameétres semblent
déterminants pour l'adsorption des hélices amphigags : la charge des membranes et

'agencement des lipides.
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D) Electrostatique des membranes

La charge est un discriminant important des diffiés types de membranes cellulaires.
En utilisant des sondes basiques portant difféseabarges globales positives, I'équipe de
Sergio Grinstein a mis en évidence un gradient trés de phospholipidides chargés
négativement depuis la membrane plasmique jusqudatnes membranes des organelles (cf.
figure 12). Le noyau, le réticulum endoplasmiqteppareil de Golgi et les mitochondries ne
sont pas marqués par les sondes basiques suggeeaces organelles sont pauvres en lipides
chargés négativement. A l'inverse, la membranenpilise et dans une moindre mesure, les

endosomes, sont facilement marqués par les sonddwes (Yeung et al., 2006).

8+ 4+ 2+

ﬂ

K-Ras tail

Figure 12: Macrophages transfectés par des sondes basigésemant 2, 4, ou 8 résidus
basiques. (barre 2um) (Yeung et al., 2006)

La phosphatidylsérine et le phosphatidylinosit)5-bisphosphate sont deux
marqueurs de la membrane plasmique et contribuéatcharge extrémement négative de
cette membrane. Une conséquence importante deft@aemntces de charges entre organelles
est que I'électrostatique doit elle-méme étre apidbrs de la maturation des différents
compartiments. Un bon exemple de cette maturati@mionanaire est donnée par la
phagocytose au cours de laquelle de grandes ggmmtiémbranaires sont internalisées afin
d’englober les particules a dégrader. Les membranésurant le phagosome perdent leur
identité membranaire initiale. Ainsi, on observe aliminution drastique du niveau de P&
une baisse de la concentration en phosphatidyéséyiaung et al., 2008). Ce changement du
potentiel de surface permet d’expliquer, par exemgh redistribution de protéines
périmembranaires tels K-Ras ou Racl dont les quéttesminales sont des chaines polaires
particulierement basiques (respectivement 8 esi@lué basiques). La chute de la quantité de

phospholipides anioniques engendre la dissociad®rtes protéines de la membraGes
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études montrent donc trés clairement la corrélagmire la localisation de protéines

périmembranaires et le potentiel de surface.

Positionnées sous les tétes polaires des phoppteslj les hélices amphipathiques
sont idéalement placées pour interagir avec lesgelanégatives des lipides anioniques tels
que la phosphatidylsérine. Ceci a été tres bienodéd dans le cas des peptides
antimicrobiens, les molécules canoniques des hiastés des hélices amphipathiques. Les
études de dichroisme circulaire montrent qu’au acinde membranes, ces peptides se
structurent en hélice alpha afin d’interagir aves lipides. Les interactions sont de deux
types, d’'une part, les résidus basiques interagfisékectrostatiquement avec les charges
négatives des tétes polaires des phospholipidastrds part les acides aminés hydrophobes
pénetrent entre les chaines grasses des phospleslipCette synergie d’interaction est
déterminante pour la partition du peptide dansidauzhe c'est-a-dire la rencontre entre des
molécules amphipathiques. Il existe plusieurs deside peptides de ce type (cf. deux

exemples dans la figure 13).

Figure 13 Représentation de deux hélices amphipathiquedede peptides antimicrobiens
(magainine, cécropine). Notons I'abondance de mgsidchargés dans ces hélices
amphipathiques.

L’action antimicrobienne est due a la déstabilisatdes membranes des bactéries.
Sécrétés a des concentrations élevées, les pepttsorbent sur la membrane et, lorsque le
rapport protéine/lipide est suffisamment éleve,pgsmeéabilisent la membrane. Les hélices
amphipathiques initialement situées a la surfacmionanaire forment alors un pore dans la
bicouche. L’activité antimicrobienne de ces pemidaésente un intérét thérapeutique

manifeste. Sur la base de ces peptides (la ch&ifgalrophobicité, la fréquence et la
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distribution des différents résidus, ou encoreoleglieur des hélices), de nombreux peptides
artificiels ont été construits pour cibler avec wificacité donnée différents pathogengs

I'électrostatigue semble déterminante pour l'inticm des peptides amphipathigues

antimicrobiens avec les membranes, nous verronendapt gque toutes les hélices

amphipathigues ne sont pas dépendantes de ce 'igperattion et que ceci peut avoir des

conséguences fonctionnelles importarftesirbure, localisation).

E) Géométrie des lipides et adsorption des hélicamphipathiques

Le second paramétre important pour l'insertion tdéfces amphipathiques est la
géomeétrie des lipides et leur adaptation a la fogéreérale de la bicouche. Le volume de la
téte polaire, la longueur et le niveau d’insatamatiles chaines grasses permettent de classer
les lipides en trois catégories : coniques, cylouis, et coniques inverse. Un exemple de
protéine sensible au « packing » de la membran& gsbtéine CCT_(TP-phosphocholine
cytidylyltransferase). CCT est une enzyme impliguée dans )Jathese de la
phosphatidylcholine au niveau du noyau et du ritraiendoplasmique (Kalmar et al., 1990).
C’est un homodimere dont chaque monomére est to&igdiun domaine catalytique, d’'un
domaine de liaison aux membranes et d’un signalraleslocation nucléaire. La proté€ine,
inactive en solution, est active une fois liée ankembrane. L’interaction de la protéine avec
la membrane repose sur la structuration d’une @éaimphipathique d’'une cinquantaine de
résidus. La face polaire, zwitterionique, est comdé de résidus basiques et de résidus acides
situés respectivement a l'interface (entre les dangdrophobe et polaire) et au sommet de
I'hélice. La présence d’acides aminés chargeésigesient a l'interface rend linteraction de
la protéine avec la membrane dépendante de phdasiolesl chargés négativement.
L’adsorption électrostatique de I'hélice et la péaidon des résidus hydrophobes entre les
lipides sont nécessaires a l'activation de CCTettet, en utilisant des bicouches composées
de lipides chargés non pas a l'état fluide maisétatl de gel dans lesquelles les résidus
hydrophobes ne peuvent s'insérer, Cornell a manigéla protéine se lie mais reste inactive
(Arnold and Cornell, 1996).

Une observation intéressante est que la liaisonaderotéine CCT dépend de la
guantité de phosphatidylcholine présente dans kEmbmanes. La phosphatidylcholine, dont

CCT est responsable de la synthése, inhibe |lahaédors que des lipides également neutres
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comme la phosphatidyléthanolamine ou le diacylglycé favorisent Iinteraction
membranaire. Ces effets peuvent étre expliquédapgeomeétrie de ces lipides. De forme
conique, la phosphatidyléthanolamine et le diaggigtol sont peu adaptés a un agencement
en bicouche. Lorsqu’ils sont présents en quantitffisante dans les membranes, ils
provoquent des deéfauts d’arrangement entre les cwle lipidiques (« lipid packing
defects ») qui favorisent la liaison de CCT. Umkrefacon d’expliquer ce phénomene est
d’évoquer le stress de courbure que subit la memebda fait de la présence de ces lipides
particuliers. Le terme courbure, ici, ne doit p&® &onfondu avec la courbure réelle de la
membrane. Le stress de courbure correspond as glestique di a l'inadéquation entre la
géométrie plane de la bicouche et la courbure spéet (négative) qu’aurait chaque
monocouche en raison des lipides coniques. Laohaide I'hélice a la membrane par
I'intercalation des résidus hydrophobes entre iigslds diminue le stress de la membrane

rendant l'interaction trés favorable (cf. figure) {Attard et al., 2000).

Monocouche isolée Feuillet d'une bicouche lipidique

« packing stressé » « packing relaché »

Figure 14: L’agencement de phopholipides coniques dansuéiét d’'une bicouche lipidique
est une situation couteuse énergétiguement : iefiesubit un stress élastique qui est aboli
par I'insertion de I'hélice de CCT.

Le taux de lipides coniques et cylindriques préseians une membrane est finement
régulée. Dans une levure, la déplétion du phospideli cylindrique majoritaire, la
phosphatidylcholine, entraine une modification deshaines latérales de la
phosphatidyléthanolamine (Boumann et al., 20063. dleaines latérales de ce phospholipide
initialement conique sont raccourcies et moinsturggs diminuant ainsi un le stress élastique
de la membrane. La cellule adapte la géométridipides membranaires afin de conserver un
« packing » convenable, c'est-a-dire un packingrop exact ce qui empécherait toute

insertion ni trop imparfait car ce serait au dégmnde la stabilité de la bicouche.
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En conclusion de ces généralités sur les membreinéss hélices amphipathiques,
cette structure secondaire trés répandue dansdesnes est bien adaptée pour interagir avec
une membrane lipidique. Avec son axe approximatergnpositionné au niveau du glycérol
des phospholipides, les acides aminés de la fde@gr@@euvent interagir électrostatiquement
avec les tétes polaires des lipides alors quedieles aminés hydrophobes s’intercalent entre
les chaines d’acides gras. Néanmoins, il n’'y a denplus trompeusement simple qu’'une
hélice amphipathique. Nous verrons que les hébogshipathiques présentent des caracteres
physicochimiques trés différents. En particuliefosele type d’hélice, I'électrostatique et
I'hnydrophobicité contribuent de facon tout a faitégale a l'adsorption, suggérant une
adaptation des hélices amphipathiques aux diffétgpes de membranes rencontrés dans une
cellule. Ces spécificités d’interactions restemisttargement a explorer, et c’est I'un des

objectifs de cette thése.
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IV Les hélices amphipathiques dans le systeme COPI

L’orchestration du transport vésiculaire de typeRC@épend de nombreuses hélices
amphipathiques qui ont des rbles tres divers. Jwilidéai en particulier I'hélice
amphipathique N-terminale d’Arfl et les hélicestyjee ALPS.

A) La petite protéine G Arfl

Comme nous l'avons vu précédemment, Arfl est tarrmpteur moléculaire oscillant
entre deux états, GTP périmembranaire et GDP dygogo ArfLGTP recrute, entre autres, le
coatomer, et permet ainsi la formation des vésicdke transport. Cette fonction est connue
depuis une quinzaine d’années, mais le mécanismaet ekattachement d’ArfAGTP aux
membranes lipidiques est resté longtemps mal cemmn particulier le réle de la
myristoylation. En effet, contrairement a d’autpedites protéines G, Arfl se distingue par la
présence d’'un court acide gras de 14 carboneségdefffacon covalente a la glycine N-
terminale. L’hypothese initiale fut que le myrigtate la forme GDP était inaccessible, et que
le switch GDP/GTP libérait cette ancre lipidiqueautforisant ainsi a s’insérer dans la

membrane (cf. figure 15).

Possible mechanism of ARF binding to Golgi

S <
@ &y GTP gpp

\J

Figure 15: Schéma publié dans Cell en 1991 suggérant useub@ du myristate dans Arf
entre la forme GDP et la forme GTP (Serafini ef #9091a)

Cette hypothése a été infirmée par Michel Franc8amia Paris. En 1993, ils ont
montré que le myristate n’est pas requis pourdiddn d’ArfAGTP a la membrane (Franco et
al., 1993). Deux ans plus tard, ils ont mis en évat que le myristate est accessible dans la

forme GDP mais que dans ces conditions nucléotidigia liaison aux membranes est faible
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(Franco et al., 1995). lls suggerent alors queffardnce de liaison des deux conformations
d’Arfl dépend d’'une hélice amphipathique N-terménahractéristique de la famille Arf.
Notons que I'un des avantages de ce modéle éedplijuer pourquoi Sarl, la petite protéine
G du manteau COPII, se comporte comme Arfl. Ent,e8arl n’est pas myristylée, mais
possede, comme Arfl, une hélice amphipathique Mitele.

L’hélice amphipathique d’Arfl est constituée dé&dtemiers résidus de la protéine
dont le premier acide aminé, la glycine, porte lgristate. La délétion de I'hélice, a la
différence de la délétion du myristate, abolit &unteraction d’ArfAGTP avec les
membranes. Le myristate renforce globalement Fadion de la protéine avec la membrane,
gu’elle soit sous forme GDP ou GTP. Il est d'aitea noter que le myristate, de par sa faible
longueur, n'ancre jamais solidement une protéineeéamembrane et intervient généralement

en synergie avec d’autres interactions (Resh, 1999)

Figure 16: Représentation de I'alpha hélice N-terminaleaeetite protéine G Arfl

L'analyse de la séquence primaire GANNLFKGLF est intéressante du fait de la
répétition périodiqgue de deux résidus hydrophobest da volumineuse phénylalanine.
Représentée en hélice alpha, ces six résidusrsevent sur une méme face. La face opposée
est peu chargée avec seulement une lysine centhalta difference des hélices de
I'endophiline ou de I'epsine vues précédemmenglidte amphipathique d’Arfl est donc tres
peu chargée. Ceci reflete sans doute I'adaptatomadorotéine Arfl aux membranes peu
chargées de 'appareil de Golgi.

Pour démontrer l'implication directe de I'hélicenphipathique d’Arfl dans son
attachement avec les membranes lipidiques, Bruntorfuy a réalisé en 1997 des mesures

cinétiques permettant de quantifier I'interactioAréil avec les membranes. Le principe est le
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suivant : Arfl est recruté sur des liposomes cartenin phospholipide fluorescent (DPH).
Cette liaison provoque alors un transfert de flsoemce (FRET) entre les tryptophanes
d’Arfl et le fluorophore (cf. figure 17). A l'issude I'activation d’Arfl, des liposomes non
marqués sont ajoutés en exces. La translocationtapée de la protéine de la population
marquée au DPH aux liposomes non marqués engeméraliminution du FRET dont la
cinétique indique alors la vitesse de désorptienkf{ d’Arfl). Cette vitesse est un tres bon
indice de la solidité de linteraction entre pro&s et membranes. Dés lors, l'effet de
mutations de différents résidus de I'hélice ampthijgge ou I'effet de modifications de la
composition des liposomes peut ainsi étre étudifagon trés quantitative.

L'interaction d’Arfl sur les membranes repose esbement sur I'hydrophobicité
(Antonny et al., 1997a). La mutation de la phémylaie 9 en alanine, résidu le moins
hydrophobe, accélere la dissociation d'un facteuet7la double mutation leucine 8 —
phénylalanine 9 d’un facteur 100. (cf. figure 1X)la différence de I'hydrophobicité pour la
liaison d’Arfl, I'électrostatique est peu importanta vitesse de dissociation de la protéine G
Arfl dépend peu de la charge des membranes, I'ajeuB0% de phospholipides chargés
négativement ralentit seulement d’'un facteur 3elmgs de dissociation (Antonny et al.,
1997a).

J'utiliserai moi-méme des mesures similaires rapbgi'une part sur le FRET et
d’autre part sur I'échange entre populations deskjmmes pour caractériser l'interaction

d’autres systemes d’hélices amphipathiques avewltabrane.
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Figure 17: Cinétigue (suivie par FRET) de recrutement et dissociation d’Arfl de
liposomes. Représentation du temps de dissociafiémfl et de mutants suivant la
composition lipidique des liposomes (PC ou PC/PG) fenction du changement
d’hydrophobicité induit par chaque mutation (Antgret al., 1997a)
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B) Bascule de I'hélice N-terminale d’Arfl lors del'échange GDP/GTP catalysé

par des facteurs d’échange

L'échange intrinseque nucléotidigue GDP/GTP detitgse protéines G est une
réaction trés lente (de I'ordre de 30 minutes dareas d’Arfl). L’activation des protéines G
requiert une enzyme catalysant cet échange. lliteexime grande diversité de facteurs
d’échange, adaptés d’'une part, a la protéine Gaetrd part, a la membrane cible. Dans le
cas des protéines G de la famille Arf, leurs faed’échange sont caractérisés par un
domaine catalytique appelé Sec7. L’interaction eeidr protéine Arf et le domaine Sec7
repose sur l'insertion des régions switch d’Arf slame gorge hydrophobe caractéristique du
domaine Sec7. La réaction d’échange repose suédtalilisation du GDP d’Arfl par un
« doigt glutamate » porté par le domaine Sec7 (BERufour et al., 1998). Cette
déstabilisation permet I'échange rapide du GDPI@dsTP plus concentré dans le cytosol.
Bien que I'hélice N-terminale soit sur la face op@® aux régions switch et n’interagisse pas
avec le domaine Sec?7, elle ressent l'effet de Bédge GDP/GTP. En effet, les régions switch
sont couplées a deux brins beta qui traversent taytrotéine et qui, par glissement, viennent
obturer le site de liaison de I'hélice N-terminatentre la protéine. Ainsi I'échange
nucléotidique GDP/GTP et la bascule de I'hélice eNrinale sont deux phénoménes
strictement couplés (Goldberg, 1998) (cf. figuré. 18

Arf1-GDP Arf1-GTP

Switch 1 R

Switch 2
Switch 2

Interswitch

N-terminal
helix

Figure 18: Changements conformationnels induits lors dehange GDP/GTP induisant la
libération de I'hélice amphipathique N-terminal&ilingham and Munro, 2007)
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Une conséquence importante de ce couplage edesgdacteurs d’échange d’Arf ne
sont actifs qu’a la surface d’'une membrane lipidigDe nombreux efforts sont donc faits
pour comprendre comment les facteurs d’échangeaigitsent avec les membranes. Les
progres les plus notables ont été réalisés surfdeteurs d’échange de la famille des
cytohésines dont fait partie ARNO (ARF nucleotideding-site opener). Ces protéines
possedent un domaine d’interaction avec la membloae caractérisé, le domaine PH. Ce
domaine PH est recruté a la membrane plasmiqueesemnmaissant un phosphoinositide
membranaire (PHPet/ou P} 4 83). De plus, il a été recemment montré que ce ménwahe
PH peut aussi interagir simultanément avec la pret&rf6GTP (Cohen et al., 2007).
L’activation d’Arfl par ARNO dépend donc d’un liggdnembranaire et I’Arf6GTP. Par cette
double interaction, ARNO agit comme un intégraieisignaux assurant ainsi une activation
spatio-temporelle fine d’Arfl. En revanche, l'aetion d’Arfl au niveau de I'appareil de
Golgi reste non élucidée a ce jour. Des factelérshdnge spécifiques de I'appareil de Golgi
tels que GBF1 et BIG1/2 ont été identifiés maisrdemécanismes de recrutement aux

membranes sont encore mal connus (Casanova, 2007).

C) ArfGAP1 et la découverte d’'une hélice sensibl& la courbure membranaire

ArfGAP1 catalyse I'hydrolyse du GTP de la protéi@BeArfl, ce qui conduit au
détachement d’Arfl de la membrane. Nous avons gagalemment que la protéine Arfl est
responsable du recrutement du coatomer, et donta dermation des vésicules COPI.
L’hydrolyse du GTP dans Arfl va donc déterminediaée de vie du manteau COPI sur la
membrane. Or, 'assemblage de ce manteau est coenplecomprend plusieurs étapes :
d’abord, la formation de complexes individuels enf&rflGTP et le coatomer, ensuite la
polymérisation de ces complexes en manteaux, plslrgeonnement membranaire et enfin
la scission de la vésicule. Une fois la vésiculenie, le manteau peut se détacher et étre
recyclé. Pour que ce cycle d’assemblage/désassgebl@incide avec la formation d’'une
vésicule, I'hydrolyse du GTP doit étre finementléég Trop rapide, I‘hydrolyse du GTP
conduirait au désassemblage du manteau avant padatién. Trop lente, elle bloquerait la
vésicule dans un état trop stable ou le manteadupenait et empécherait la fusion de la

vésicule avec la membrane cible. En 2003, I'équige Bruno Antonny a proposé un
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mécanisme original de régulation de I'hydrolyse @UP reposant sur la détection de la

courbure membranaire par la protéine ArfGAP1 (Bigasgl., 2003).

1) Hypersensibilité de la protéine ArfGAP1 a la atwre membranaire

L'expérience réalisée a été la suivante : desstiptes de rayon défini dont la
composition s’approche de celle des membraneseagoigs sont recouverts d’ArfAGTP puis
I'hydrolyse du GTP par ArfGAPL1 est suivie par flascence des tryptophanéai cours du
changement conformationel engendré par le switchiP/GDP, deux tryptophanes se
positionnent differemment permettant de suivreat'éactif (périmembranaire) ou inactif
(cytosolique) de la protéine. La fluorescence dprt@éine G Arfl diminue lorsque le GTP
est hydrolysé en GDP. Comme le montre la figure IBgdrolyse du GTP d’Arfl est, de
facon spectaculaire, extrémement dépendante dun @dg® liposomes. La réduction du rayon
des liposomes d'un facteur 4, a savoir d’'une ceetale nanomeétres a une trentaine de

nanometres, augmente l'activité d’'un facteur 3@a 5
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Figure 19a: Mesure par fluorescence des tryptophanes dé¢sse de I'hydrolyse du GTP
d’Arfl en fonction du rayon de courbure des lipossnReprésentation sur une échelle

logarithmique de la vitesse d’hydrolyse en fonctlorrayon des liposomes (Bigay et al.,
2003)

Cette dépendance a la courbure se retrouve dasgsteme plus complexe, avec des
liposomes recouverts d’ArfLGTP et de coatomer minnae vésicule COPI. Plus le rayon est

faible, plus la vitesse de dissociation du manteagmente (figure 19b). Ces expériences

montraient donc que l'activité d’ArfGAP1 est diregtent couplée a la courbure des

membranes.
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Figure 19b: Mesure par diffusion statique de la cinétiqueddisassemblage du manteau en
fonction du rayon de courbure des liposomes. Reptason sur une échelle logarithmique
de la vitesse de dissociation du manteau en famchiorayon (Bigay et al., 2003)

2) ArfGAPL1 est capable de reconnaitre la courburesdmembranes lipidiques

Par quel mécanisme [lactivité d’ArfGAP1 est-elle dn@e par la courbure
membranaire ? Le mécanisme fut découvert en 2003qédle Bigay au laboratoire. Il repose
sur une courte séquence spécifique d’ArfGAP1 quiafypelée motif ALPS et qui reconnait
spécifiguement les membranes courbées. La figurm@@re une mesure directe de liaison

d’ArfGAP1 sur des liposomes de différents rayons.
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Figure 20 : Expérience de flottaison d’ArfGAP1 : des lipogande différents rayons de
courbure sont incubés avec ArfGAPL. Les liposomesbles par leur fluorescence) sont
contenus dans une couche de sucrose de 30% superples deux couches de densité
décroissante. Apres ultracentrifugation, ils flotté la surface. Les différentes fractions sont
déposées sur gel pour analyser les protéines ass®cux liposomes et les protéines libres.
La liaison de protéine est ensuite quantifiée etradisée. (Bigay et al., 2005)
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On observe que la protéine reste soluble en présém liposomes d’une centaine de
nanometre de rayon, alors qu’elle est totalemé® $ur des liposomes d'une trentaine de
nanometre, ce rayon correspondant au rayon desul€side transport. La régulation de
I'activité d’ArfGAP1 semblait donc reposer sur urode d’interaction protéine/membrane

original contrélé directement par la courbure meanhire.

La recherche de similarité entre les différentesssamilles de protéines de type
ArfGAP a révélé que, hormis le domaine catalytigmedoigt de zinc, les autres séquences
sont généralement peu conservées. Cependant, Bigllg a observé une similarité d’'une
région centrale de 60 acides aminés entre ArfGAPGas1, une protéine de levure. Par
contre, d’autres protéines comme ASAP ne préserttaiecune similarité de séquence en
dehors du domaine catalytique. Or, les mesures riexpétales révélérent que comme
ArfGAP1, Gcesl présentait une liaison et une adifdartement dépendante du rayon des
liposomes, ce qui n'était pas le cas de la prot&SAP. Ces résultats suggéraient que la
région conservee entre ArfGAP1 et Gcsl pouvait Bdsponsable de la liaison courbure-
dépendante.

Par troncations successives et protéolyse menagégeptide nécessaire et suffisant
possédant les caractéristiques de liaison de kgipeoentiere a été alors identifié. Il s’agit
d’'une séquence d’environ 40 acides aminés, quiléeymr exemple a une GST, présente une
liaison aux liposomes tres dépendante de leuretalin présence de protéases, cette
construction est dégradée en solution alors quiésgmce de liposomes fortement courbés, la
protéine reste intacte. Par conséquent, le pepst@on replié en solution et se structure en
présence de membranes trés courbées. La représengat hélice de ce peptide met en
évidence une hélice amphipathique (cf. figure 213. comparaison de ce motif dans
différentes especes montre que la face hydrophstbeoaservée, en particulier une leucine,
une phénylalanine et un tryptophane. La mutatiocltdeun de ces résidus en alanine a des
effets drastiques sur la sensibilité a la courbpagticulierement la mutation du tryptophane
qui engendre la perte de l'activité catalytique ®& membranes courbées. Enfin, la triple
mutation de la leucine, du tryptophane et de knglalanine abolit I'interaction : les chaines
latérales de ces 3 acides aminés sont donc néesssaia reconnaissance de membranes
courbées. Le dichroisme circulaire a ensuite cordique ce peptide non structuré en solution

se structure en alpha hélice sur des membranebéamsiffigure 21).
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Figure 21 Représentation en hélice alpha de 'ALPS1 d’ArfGAet dichroisme circulaire du
peptide en solution (spectre noir) ou en présatedposomes tres courbés (spectre rouge).
(Drin et al., 2007) Modélisation structurale de dlice ALPS (les résidus hydrophobes en
jaune et sérines/thréonines en rose).

En conclusion, ces études ont mis en évidence Ad@AP1 et dans son homologue
de levure Gcsl la présence d'une région centraezasonservée aux propriétés d’hélice
amphipathique capable de reconnaitre la courbuserdambranes. Cette région a été appelée

ALPS pour Amphipathic Lipid Packing Sensor.

3) Mécanisme de reconnaissance de la courbure menhire par le motif ALPS

Il restait ensuite a comprendre pourquoi la liaigd le repliement du motif ALPS
d’ArfGAP1 étaient si sensibles a la courbure desnbranes. En effet, si de nombreuses
hélices amphipathiques étaient connues depuisdomg, jamais on avait associé une hélice
amphipathique a la reconnaissance de la courburebnamaire. Le laboratoire s’est alors
intéressé a la face polaire tout a fait atypiquerdiif qui présente trés peu d’'acide aminés
chargés et majoritairement des sérines, des thrésrt des glycines. Comme nous I'avons
vu préceédemment, les hélices amphipathiques classigontiennent de nombreux résidus
chargés positivement. L'’hypothese a été que l'atesetie charges rend impossible les
interactions électrostatiques avec les tétes malales phospholipides. Par conséquent, cette
hélice « hémiplégique » a besoin de phospholipisigifisamment espacés, conséquence
directe de la courbure, pour que les résidus hyarops puissent s'insérer dans le feuillet
lipidique (cf. figure 22). Cette hypothése permiettle comprendre une observation plus
ancienne sur le comportement d’ArfGAP1 en présatecéiposomes. Dés 1997, il avait été
observé que la liaison et l'activité¢ d’ArfGAP1 augnmtaient fortement en présence de

dioléoylglycérol (Antonny et al., 1997bJComme rien n’indiquait qu’il s’agissait d’'une

31



liaison spécifique, il avait été suggéré que cieléironique avec une téte polaire réduite a sa
plus simple expression (un groupement hydroxyledmeée la pénétration des résidus

hydrophobes de la protéine dans le feuillet dei@mbrane.

M-ter helix of endophilin ALFS motif of ArtGAR1

Figure 22: Conséquences de la physicochimie d’'une hélicehgrathique sur la liaison aux
membranes. Une hélice amphipathique classique (tethdophiline), grace a sa face polaire
basique, peut se lier a des membranes chargéesiveégant alors que la liaison des hélices
ALPS dépourvues de résidus chargés requiert urte fmurbure membranaire (Antonny,
2006)

Cette hypothése a été validée par Guillaume Dmirajeutant des résidus basiques
dans I'hélice ALPS (cf. figure 23). L'introductiotiacides aminés chargés positivement a
I'interface de I'hélice rend le motif ALPS insenigiba la courbure membranaire : c'est-a-dire
gu'il s’adsorbe aussi bien a la surface de grosstymes que des petits. L'ALPS muté se
comporte alors comme une hélice amphipathique iglass La position de la charge
introduite a des conséquentes différentes sur nailsété a la courbure, par exemple la
présence de deux lysines au sommet de la facegalaies peu d'effet. Idéalement placées a
I'interface, les lysines sont particulierement adap a l'interaction avec les membranes

lipidiques. Par leurs longues chaines carbonéesareteurs charges positives a I'extrémité,
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les lysines agissent comme un périscope (effebrkeh»). Par conséquent, I'hélice ALPS
est sensible a la courbure en raison de I'abseltterdctions électrostatiques avec les tétes

polaires des phospholipides.
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Figure 23: Représentation de 'ALPS1 d’ArfGAP1 et du mutpottant deux lysines a
I'interface. Gel de flottaison des deux formes emcfion de la courbure et quantification.
(Drin et al., 2007)

La régulation d’ArfGAP1 par la courbure membraeaiia son motif ALPS semble

donc un mécanisme extrémement simple : une memlmamdée présente des défauts de

packing favorisant la structuration en hélice algde I'ALPS dont la face polaire est

exclusivement constituée de sérines, thréoningbyeihes. Les défauts de packing permettent

la pénétration des résidus hydrophobes (leucinényhlanine, tryptophane) déterminants a

la liaison de 'ALPS (cf. figure 24).

ArfGAP1
GAP domain ALPS region
Y208

Figure 24: L’'ALPS d’ArfGAPL1 se structure en hélice sur demmbranes courbées

Si le mécanisme apparait tres simple, il faut nqgt€il provoque des réponses a la
courbure extrémement fines et aiglies. Bruno Mesmmimontré que l'isoforme majoritaire de

la protéine ArfGAP1 possede en fait non pas unis pheux hélices de type ALPS (Mesmin
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et al., 2007). En revanche, de facon intéressdates certains tissus, des variants d’ArfGAP1
ne possedent qu'un seul motif ALPS fonctionnel.vitro, les deux hélices agissent en
synergie et renforcent l'interaction avec les maanbs. De plus, la dépendance a la courbure
est décalée de 20 nanometres vers des rayonsrphid thypothése proposée par Dan Cassel
et Bruno Mesmin est que les variants d’ArfGAP maptésence d'un ou deux motifs ALPS
sont ainsi adaptés a la composition membranairedifi€ésents types cellulaires (Levi et al.,
2008). Par exemple, ArfGAP1 ne possede que le preAliLPS dans un tissu comme le
cerveau ou les membranes présentent le plus faxt dansaturations. Il est intéressant de
noter que la réponse a la courbure du seul ALPSr Hdas liposomes contenant des lipides
doublement insaturés ressemble a celle du tandeRBAL+2 sur des membranes golgiennes

classiques (Mesmin et al., 2007).

D) La bioinformatique, un tournant déterminant dans la validation de I'ALPS

Le laboratoire a recherché si d’autres protéiness@daient des motifs similaires au
motif ALPS d’ArfGAPL. La recherche bioinformatiquie séquences ALPS par similarité
(Blast) n’a donné aucun résultat. Guillaume DrinReimain Gautier ont alors créé un
algorithme recherchant spécifiguement dans lessbdsedonnées des hélices (séquences de
18 acides aminés) possédant les caractéristiquéaldeS (Gautier et al., 2008). L’hélice
doit étre amphipathique, la face hydrophobe peaatdiielconque, en revanche, la face polaire
doit étre tres majoritairement composée de réséuse, thréonine et glycine. Ce programme
baptisé « Heliquest » a permis l'identification pl@sieurs centaines de protéines dans les
banques annotées Swissprot : environ 200 chez Hmwret autant dans la levure. Outre
ArfGAP1, trois d’entre elles ont été choisies pdaire étudiées expérimentalement : la
protéine de levure Keslp, la protéine Nupl133 @rdaéine humaine GMAP-210 (Drin et al.,
2007) (cf. figure 25). Conformément aux prédictidmsinformatiques, elles sont toutes trois

sensibles a la courbure membranaire.
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Figure 25: De gauche a droite, représentation des héliceP& de GMAP-210, Keslp et
Nupl133

Keslp est un transporteur de stérol. D’apresrlactre cristallographique, I'ALPS
serait le clapet amovible de la poche contenamhtdestérol. En position fermée, 'ALPS
maintient le cholestérol enfoui dans la protéirfe figure 26). L'interaction de 'ALPS avec
les membranes permettrait I'ouverture du clapd®ehange du cholestérol entre membrane
et protéine.L’hypothése en cours d’étude au laboratoire estlqueotif ALPS de Keslp
contribue au transport vectoriel du cholestéroreeidles membranes courbées et planes. I

reste a en définir le sens ainsi que la natureederembranes.

Figure 26 : Mise en évidence de I'hélice ALPS fermant lahgocde Kesl contenant le
cholestérol

Nupl133 est une nucléoporine, c'est-a-dire un déspies eléments du pore nucléaire.
Associée a un complexe protéique, elle définiple®s nucléaires. Par sa capacité a se lier de
facon courbure dépendante, elle serait adaptéecaudure de la membrane nucléaire au
niveau du pore. Une hypothese alternative est gumeadtif ALPS de Nup133 intervienne au
moment de la mitose lorsque I'enveloppe nucléatdragmentée en une multitude de petites

vésicules. En effet, Nup133 est impliqué tres #@nglle réassemblage du pore nucléaire et
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pourrait participer a la nucléation de I'assembldgeore sur de telles vésicules (Alber et al.,
2007).

En conclusion, la recherche bioinformatique augté étape déterminante, validant le
mécanisme général de sensibilité a la courburdepdrélices ALPS, et révélant des protéines

tout a fait intéressantes. La protéine GMAP-21@ corde moléculaire dont une extrémité est

un ALPS, a fait I'objet de ma thése.
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V D’autres hélices dans le systeme COPI : la cordroléculaire GMAP-210

A) Introduction

L'appareil de Golgi est, a la fois, une structureés organisée et une structure
extrémement dynamique. L'une des meilleures ilaigins de la plasticité de l'appareil de
Golgi est sa capacité a se reformer aprés mitosapods traitement a la brefeldine A (un
inhibiteur des facteurs d’échange d’Arfl au nivelau’appareil de Golgi). Les vésicules de
transport transitent continuellement entre les éd#ifites citernes golgiennes de facon
bidirectionnelle. Ce trafic hautement dynamiquet éie parfaitement orchestré. Ainsi, ont
été mises en évidence depuis une dizaine d’andésgordes moléculaires appelées Golgines
connectant les citernes golgiennes entre ellesj gime les vésicules aux citernes. Ce lien
physique éviterait la dispersion des vésicules d#nscytosol entre les lieux de
bourgeonnement et de fusion. Préalablement a Igggant de la machinerie de fusion (les
SNARE), ces cordes moléculaires assureraient leigioé@ du transport en accompagnant la

vésicule (cf. figure 27).
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Figure 27: Schéma du transport d’'une vésicule entre demxpaotiments (Jackson, 2009)

Les rares observations faites en microscopie éleicjue montrent des fils (« vesicles

on strings ») connectant les vésicules aux sacgalggens (Orci et al., 1998) (cf. figure 28).
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Figure 28: Microscopie électronique montrant des veésicubemnectées a des citernes
golgiennes par des fibres (Orci et al., 1998) Barr&00nm

La biologie moléculaire et la biochimie ont perrdis mettre en évidence un certain
nombre de protéines qui possédent toutes les éasditiues pour assurer cette fonction de
corde. Ces protéines filiformes sont structuréesaled-coil, un super-enroulement de deux
hélices alpha dimérisées par un leucine zipper. €oded-coil peuvent étre de plusieurs
centaines d’acides aminés, et donc avoir une lamgde plusieurs dizaines de nanometres.
Aux deux extrémités du coiled-coil, se trouvent destifs d’ancrage de différentes natures

mais trés rarement bien caractérisés.

1) Historique de GMAP-210

GMAP-210 est une protéine humaine de 1979 acidésés localisée au cis-Golgi.
C’est un homodimere dont I'essentiel de la striectest un coiled-coil d’'une longueur
théorique de 200 nanometres, soit deux fois le éisend’'une vésicule de transport. Notons
gue le coiled-coil présente des interruptions staggéjue cette corde est flexible.

L’intérét du laboratoire pour GMAP-210 vient daléntification d’'un motif ALPS a
son extrémité N-terminale. Un tel motif suggérait mécanisme évident de capture de

vésicules de transport par cette corde. Une paeiana thése a été de caractériser les
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propriétés de liaison de GMAP-210, ce qui a perddasproposer un mécanisme minimal
d’attachement de deux membranes par GMAP-210. Neéiasm GMAP-210 avait été
auparavant étudiée pour son implication dans lioggdion de I'appareil de Golgi par rapport
au centrosome. Je veux donc d’'abord présentertgdestantérieures, principalement menées
par I'équipe de Michel Bornens.

L’équipe de Michel Bornens a mis en évidence ed1fu’'une protéine alors appelée
p210 (210 kDa étant son poids moléculaire) est pnogéine périphériqgue associée au cis-
Golgi (Rios et al., 1994). Cing années plus taadnéme équipe a demontré que p210, en plus
d’étre localisée au niveau de I'appareil de Gdigiles microtubules (Infante et al., 1999). La
protéine est alors renommée GMAP-210, cet acrongngeifiant « ®lgi microtubule
associated-ptein 210 ». Les auteurs montrent ensuite quedes extrémités de la protéine
sont impliquées dans des fonctions différentesxtiémité N-terminale [1-375] est associée
aux membranes golgiennes alors que I'extrémité r@iale [1597-1979] est liée au
cytosquelette. Ils observent que I'extrémité C-ieale est localisée au niveau du
centrosome, et interagit vitro avec les microtubules. En 2004, Bornens et cohiliitt le
mécanisme de liaison au cytosquelette en montraatl'gxtrémité C-terminale recrute les
yTCC «-tubulin containing complexes » aux membranes galwges (Rios et al., 2004). De
plus, le domaine C-terminal de GMAP-210 coupléanotif d’adressage aux mitochondries
est capable de recruter de la tubuline et de rduisr les mitochondries autour du
centrosome. lls suggerent alors que GMAP-210 domgria 'assemblage et au maintien des
saccules golgiens autour du centrosome.

Ce modele fut ensuite I'objet d’'une controversell€ci vient de I'observation par
I'équipe de Munro de la localisation golgienne enncentrosomale de I'extrémité C-
terminale de GMAP-210 (Gillingham et al., 2004). tvio propose d’ailleurs que cette
localisation soit due a une interaction directecdaepetite protéine G ArfLGTP méme si il ne
peut démontrer cette interaction ; j'y reviendi@dans une courte revue au titre provocateur
« Golgi positioning : are we looking at the rightAM ?», Francis Barr met en exergue les
données contradictoires et les différences d'olagienv et d’interprétation de I'ancrage de
I'extrémité C-terminal de GMAP-210 par les équipesBornens et Munro (Barr and Egerer,
2005). Néanmoins, de la méme maniere que Munaiysérve une localisation golgienne de

'extrémité C-terminale de GMAP-210.
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2) Un motif ALPS a I'extrémité N-terminale de GMAR10

La situation était tres confuse, mais parmi towes observations antérieures, une a
intéressé tout particulierement le laboratoiree Elbnstituait en effet un bon indice que la
corde GMAP-210 peut par son senseur de courburddg vésicules de transport. Il s’agit de
I'effet de la surexpression de la corde sur lacstme de I'appareil de Golgi (Pernet-Gallay et
al., 2002). Cette surexpression dans les cellulsaHnduit une fragmentation de I'appareil
de Golgi. Les structures en saccules disparaissernirofit de clusters de vésicules de 50
nanometres de diametre remarquablement homogeriesfigore 29). Les transports
antérograde et rétrograde entre réticulum et cigiGont bloqués. Ces phénotypes pouvaient
s’expliquer par le piege des vésicules par lescbgliALPS de GMAP-210. Incapables de

fusionner, les vésicules s’accumulent alors dayti@sol.

BN GMiAP210/10 ot
__toum_ AT

Figure 29: Microscopie optique de cellules Hela sauvagdw{p du haut) ou surexprimant
GMAP-210 (photo du bas). La microscopie électroaigquontre que I'appareil de Golgi a
disparu au profit de clusters de vésiculBernet-Gallay et al., 2002).

Guillaume Drin, en utilisant une constructionl@éxtrémité N-terminale de GMAP-
210 a, juste avant mon arrivée au laboratoire, daémoque le motif ALPS prédit a
I'extrémité N-terminale est effectivement foncti@hinRemarquons que si la physicochimie
des ALPS de GMAP-210 et d’ArfGAP1 est proche, lguehce de GMAP-210 est plus
longue et présente moins de résidus aromatiquesexgériences de flottaison, dichroisme

circulaire et de fluorescence des tryptophanes déerat qu'il s’agit bien d’'un motif non
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structuré en solution qui se replie en hélice alpha surface de petits liposomes (cf. figure
30). La sensibilité a la courbure semble tres fpuesque dans les expériences de liaison
'extrémité N-terminale de la protéine reste saduldn présence de liposomes de 90
nanometres de rayon alors qu’elle est tres maj@itent associée aux liposomes de 36
nanometres de rayon. GMAP-210 étant un dimere egpasir une structure coiled-coil, deux
motifs ALPS sont présents a I'extrémité de la cordmisemblablement, ils agissent de

concert pour la capture d’'une méme vésicule.
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Figure 30: Représentation de 'ALPS de GMAP-210. Spectredictegoisme circulaire du
peptide ALPS en solution (noir) et en présencedligsgiposomes (rouge). Quantification de
la liaison de la protéine (extrémité N-terminale875) en fonction du rayon de courbure.
(Drin et al., 2007)

Pour ma part, je me suis d’abord intéressé arBaextrémité de la corde, celle qui
faisait objet de controverse entre plusieurs lalomes. En m’appuyant sur les indices et
prédictions de Munro et col, j'ai cherché a démemntme interaction directe entre GMAP-210
et ArfLGTP. Ensuite, jai montré que cette mémernattion pouvait étre contrélée par la
courbure membranaire et ceci de fagcon opposéeiadmité N-terminale. Ceci a abouti a un
modéle ou GMAP-210, de par son motif ALPS a l'extitt N-terminale et son motif
d’interaction avec Arfl a I'extrémité C-terminalest capable de connecter des membranes
courbes a des membranes planes. Dans un contdiiait® ceci pourrait correspondre a la
connexion des vésicules de transport a des citgmigiennes comme le suggeérent les images
de microscopie électronique citées auparavanfi¢cire 28).

Dans un deuxieme temps, j'ai établi les premiénesures quantitatives de GMAP-
210 avec des membranes, en particulier des medarés durée de vie d'attachement de

chacune des extrémités a des membranes.

41



Enfin, je suis revenu a la physicochimie partierdides motifs ALPS en comparant ce
motif & un autre type d’hélice amphipathique toutid singulier qui est présent dans-I’

synucléine.
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B) Matériel et méthodes

Les études présentées dans cette thése ont ktséasia vitro a I'aide de différentes
techniques biochimiques et biophysiques et ensatili des protéines purifiées et des
liposomes de composition et de rayon définis.

Les méthodes décrites ici s'appliquent non seuhnze I'étude de GMAP-210
(chapitres V et VI) mais également a I'étude dedynucléine présentée dans un chapitre

distinct (chapitre VII).

1) Lipides et liposomes

Les solutions de lipides purs en chloroforme siotkées sous de l'argon a -20°C.
Nous disposons de lipides naturels (comme la pladgpthcholine purifiée a partir d’ceuf, la
phosphatidyléthanolamine purifiée a partir de fae)e lipides synthétiques présentant des
chaines grasses définies. Les liposomes sont @®parpartir d'un mélange de lipides
reflétant les caractéristiques de la membrane &udPar exemple, pour une membrane
golgienne, les liposomes sont constitués de 50% pHesphatidylcholine, 19% de
phosphatidyléthanolamine, 16% de cholestérol, 1086 ptiosphatidylinositol et 5% de
phosphatidylsérine. Ces pourcentages sont détesnmag rapport au nombre de moles de
lipides (mol%). Un film lipidique est obtenu apré@gporation du chloroforme au rotavapor.
Ce film est resuspendu dans une solution HEPES 50acktate de potassium 120mM, pH
7,2 et subit plusieurs cycles de congélation/déélatign entre I'azote liquide et I'eau a 37°C,
ce qui conduit a la formation de vésicules multidlaires de taille variable. L’étape finale est
I'extrusion : la suspension de liposomes est foecpasser a travers un filtre de polycarbonate
de rayon défini (0,4um, 0,2um, 0,1um, 0,05um oB|x0) grace a un systeme de seringues
sous pression. Une fois extrudés, les liposomes$ sonservés a température ambiante
quelques jours, excepté les plus petits qui soiisag dans la journée. Les liposomes
contenant un fluorophore (NBD ou rhodamine) somtlsts a I'abri de la lumiére. L’extrusion
permettant d’obtenir des liposomes avec un rayanrmim de 30 nanometres, nous utilisons
également la techniqgue de sonication qui permeteimre des rayons de l'ordre de 20
nanometres. La sonication est réalisée avec urdesemtitane. Les débris sont éliminés par

ultracentrifugation.
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La courbure des liposomes étant le parametre wetde nos mesures, un soin tout
particulier est pris lors des étapes d’extrusiomimisation des fuites, extrusion séquentielle
a travers des pores de plus en plus petits). Lla thes liposomes est déterminée par diffusion
dynamique de la lumiéere. C’est une technique qoessite tres peu de matériel (typiquement
20ul d’'une solution a 0,21mM) et qui donne des raypnoches de ceux que l'on peut
directement observer en microcopie €électronique.

Le principe de la diffusion dynamique de la lumiést la mesure de la diffusion de
particules établie d’aprés les fonctions d’auto@ation (difference d’'un signal a I'instant
t+dt par rapport a t) d’'un signal de diffusion deniére. A partir du coefficient de diffusion,
on détermine la taille apparente des particulésidel de I'équation D =k—fT :(Szi;y—TRh
ou k est la constante de Boltzmann, T la tempé&atiute coefficient de frottement la
viscosité du milieu et enfin Rh le rayon hydrodymgume. Cette équation montre que plus la

particule est grande (Rh), plus sa diffusion estele

2) Purification des protéines et marquage

- GMAP-210

Les différents fragments de GMAP-210 clonés dansvacteur pGEX-2T sont
exprimés sous forme GST dans des bactéries BL21Golel culture bactérienne de DO 1 est
induite par 0.1mM d’'IPTG a 17°C pendant une nuiit€ température relativement basse
permet d’augmenter la quantité de protéines sadullles bactéries resuspendues dans un
tampon TRIS 50mM, NaCl 150mM, Mg1lmM pH 7,4 sont lysées mécaniguement par une
presse de French en présence d'un cocktail d’itéuts. Le lysat est ultracentrifugé puis le
surnageant est incubé pendant 3 heures a 4°C subitles Glutathione-Sépharose. La
protéine est éluée par coupure protéolytique deda (incubation de thrombine pendant une
nuit). La protéine est purifiée sur une colonnegeéfiltration Sephacryl S300XK 16/70)
avec un tampon TRIS 50mM, NaCl 150mM, MgQimM pH 7, puis concentrée sur une

cellule Amicon (cutoff 10kDa)

- a-synucléine
L’ a-synucléine est exprimée sans aucune étiquettetia gan vecteur pET21 dans
des bactéries BL21Gold. Une culture de DO 0.6 &3t induite par 1ImM d’'IPTG pendant

44



3 heures. Les bactéries sont lysées mécaniqueraennp presse de French en présence d’'un
cocktail d’'inhibiteurs. Le lysat est ultracentrifu@t le surnageant est ensuite bouilli pendant
10 minutes. Cette étape tout a fait originale sdilile fait que b-synucléine est
intrinsequement non repliée et reste donc solulflaude température contrairement a toutes
les autres protéines du lysat qui sont dénaturéH308C et précipitent. Une centrifugation
permet de récupérer le surnageant contenant presggelasivement B-synucléine. La
derniére étape est une chromatographie sur unermléchangeuse d’anion Sepharose Q

(XK16/20cm) puis la protéine est concentrée suragtielle Amicon (cutoff 10kDa).

Marquage au NBD

La fluorescence du groupement NBD (cf. structin@essous) est hautement sensible
a I'environnement. En particulier, des différengaportantes de fluorescence sont observées
guand ce groupement passe d’'un environnement aguanxenvironnement hydrophobe. Le
NBD est donc une sonde de choix pour cartograplerrégions d’interaction avec les
membranes lipidiques. Le greffage du NBD peut ge facilement par réaction nucléophile
d’un dérivé iodoacétamide avec le groupement thegl cystéines exposees.

GHa

CHSNCHECHEN —F—CHEI
N O

Structure du iodoacétamide-NBD (Ns8Nmethyl-N-(iodoacetyl)-N(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-
diazol-4-yl)ethylenediamine)

Pour un marquage précis, le principe est délimiles cystéines endogénes et
d’introduire une seule cystéine a un endroit vodéu la protéine. Toutes ces étapes sont

réalisées par mutagenése dirigée (kit Quickchahgs)protéines mutées sont les suivantes :

GMAP-210 [1-375] M1C C77L C214S C352L C359L
GMAP-210 [1597-1843] C1722S5 T1829C
a-synucléine V3C
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Les protéines sont purifiées selon les mémes qote que la forme sauvage en
présence d’'un agent réducteur, le dithiothréitol Tl Avant marquage, le DTT est éliminé
par une petite colonne de gel filtration (NAP10¢. mharquage se fait par addition d’un excés
de 5 fois de lodoacétamide-NBD dans un tampon soggment dégazé. Aprés quelques
minutes, la réaction est stoppée par I'additiomdxces de cystéine libre (1mM). Enfin, la
protéine marquée est séparée de la sonde librewas de la derniére étape de purification
(gel filtration dans le cas de GMAP-210 et colorohangeuse d’ion dans le cas de I
synucléine). Nous déterminons la fraction et lacemtration de protéine marquée par la
sonde en mesurant le spectre d’absorbance dansné 2V-visible (200 a 600nm) et en

utilisant les coefficients d’extinction molaire deprotéine et du NBD.

3) Dichroisme circulaire

La protéine GMAP-210 étant en partie structuréeahed-coil, nous avons controlé
la structure secondaire des différentes constmgtéol'issue de leur purification. La mesure
est réalisée dans un spectrometre Jasco J-813isanttune fine cellule en quartz (0.05cm).
Les protéines sont préalablement dialysées conttarapon TRIS 10 mM, pH 7.5, KCI 150
mM pour enlever le glycérol, et les agrégats sdmhiges par ultracentrifugation. Les

spectres sont mesurés entre 195 et 260 nanometres.

4) Flottaison

Le principe est de séparer les protéines solul#ssprotéines liées aux liposomes par
des coussins de sucrose de différentes densitédipbsomes sont incubés avec les protéines
dans un volume de 150ul, puis la suspension estégjla 30% de sucrose (volume final de
250ul). Au dessus de ce coussin, sont déposés ugsinode sucrose 25% (200ul) et une
couche de tampon sans sucrose (50ul). L'échantsrcentrifugé a 240 000g dans un rotor
«swing » (TLS 55 Beckman) pendant 1h a 20°C. ijgssbmes se retrouvent alors dans la
fraction supérieure avec leurs protéines assodéggrotéines libres restent dans la fraction
inférieure. Les liposomes étant marqués avec umelesdluorescente, nous pouvons les

visualiser avant et aprées ultracentrifugation &déade I'imageur LAS3000 (ceci est illustré
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dans la figure 18). Avec une seringue Hamiltonistfoactions sont collectées : une fraction
inférieure de 250uL, une fraction intermédiaire H&OUL et une fraction supérieure de
100pL. Un échantillon de 10 pL de chacune de castifms prélevées est analysé avec
I'imageur afin de vérifier que les liposomes soahsl la fraction supérieure. Les fractions
sont ensuite analysées sur gel d’acrylamide SD$ g@géierminer la partition des protéines

entre liposomes et tampon.

5) Fluorescence NBD et FRET entre rhodamine et NBD

La fluorescence des différentes constructions oées au NBD est suivie dans un
spectrophotometre Shimadzu. Pour un spectre d’é@nisiexcitation du NBD se fait a 495
nm et 'émission est mesurée entre 510 et 700 mmr: Bs mesures cinétiques, les longueurs
d’ondes sont fixées a 495 nm pour I'excitation &3& nm pour I'émission. La constante de
temps est de 0.5 seconde. Les mesures sont réalis@é°C dans une cuve cylindrique en
quartz de 600ul agitée a I'aide d’un petit barreegnétique.

Dans certaines expériences, nous utilisons desdipes contenant 1% de rhodamine

greffée sur la téte polaire de la phosphatidyléltamine (DHPE) (cf. structure ci-dessous).

(CH,4CH,,),N

CHy(CH,), ,—C —OCH,

—C—0CH
CHy(CHy), ,—G—0CH O
O CH,0—P —OCH,CH,NH

0

Structure de la rhodamine greffée sur une phosphitihanolamine (DHPE)

Au contact des liposomes marqués a la rhodamingrolgpoement NBD fluoresce beaucoup
moins directement car une partie de I'énergie ds&ion est transmise au groupement
rhodamine : il y a un signal de FRET. L'utilisatide ce couple de fluorophores permet de
réaliser des expériences d’échange entre deux gtogng de liposomes : I'une contenant le
fluorophore accepteur et 'autre dépourvue de fipbore. Le déplacement de la protéine

NBD d'une population de liposomes vers l'autre emlye des variations opposees de
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I’émission directe du NBD et du signal de FRET.mee au point des longueurs d’'ondes et
des bandes passantes a été faite de facon a neniheiscitation directe de la rhodamine-

DHPE.

6) Diffusion statique

La polymérisation du manteau a la surface de lalnane, et dans une moindre
mesure le recrutement de la protéine G Arfl, emdrati 'augmentation de l'indice de
réfraction des liposomes et par conséquent depleuvoir diffusant. La diffusion statique est
suivie au spectrofluorimeétre avec des longueursdBod’excitation et d’émission de 350nm

(bandes passantes 1,5nm). La mesure est effecBi€@€adans une cuve de 100pul.
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C) Résultats

1) L'extrémité C-terminale de GMAP-210 interagitréictement avec Arf1GTP

Rud3p est une protéine de levure partiellementilamm a GMAP-210. Elle ne
comprend que 484 acides aminés au lieu des 19@WVRP-210 mais elle est néanmoins tres
semblable a la région C-terminale. En revanche ggtmiémité N-terminale ne possede pas de
motif ALPS. Nous pourrions qualifier Rud3p de « ddmmologue » de GMAP-210.
L’équipe de Sean Munro avait clairement démontré Rud3p est recruté au niveau de
I'appareil de Golgi et que ce recrutement dépendlaitextrémité C-terminale et non pas de
la partie coiled-coil de la protéine (Gillingham at, 2004). De plus, des expériences de
« pull-down » montraient que le domaine C-termidal Rud3p interagit avec la petite
protéine G Arfl dans sa conformation active (GTN®R)n premier objectif a donc été de tester
si I'extremité C-terminale de GMAP-210 interagissaiec ArfLGTP.l faut noter que cette
interaction n’avait pas pu étre observée par I'ggude Sean Munro, qui suggera d’ailleurs
pour expliquer ce résultat négatif que d’autredegpaiires protéiques étaient requis pour le
recrutement de cette extrémité aux membranes. QGeégprétation n’était cependant guére
satisfaisante compte tenu d’'une part de la sin#ate séquence des domaines C-terminaux

de Rud3p et de GMAP-210 (cf. figure 31) et d’aytaet de leur localisation golgienne.

domaine GRAB
Rud3p 102 .SESEIAEMISEALSFVSIPRA - DPRIAFEASAERAL SNFIANWDEDKEHQFAFAISNNES

GMAP-2101776 « EGKWVEMRFBGHEHTPKN' - -QRHREMGSIEGVRR@E@LFHDDQGGV

- .. *eee o0 ae a8 ae &

go-245 2020 . GE P TEREFFHIKNL F EffIMGERTR - - - - - EH-\_TWKEPDDETQKILERBDAEL
GRIP —EE Gl r—e—— L BN — -
ol o2 o3
domaine GRIP

Figure 31: Alignements du présumé domaine GRAB de Rud3MétP-210 avec le domaine
GRIP de la golgine-245 (d’apres (Gillingham et &004) )

L’idée directrice que jai suivie a été qu'il etesbien une interaction directe entre la
partie C-terminale de GMAP-210 et ArflGTP, mais @qette interaction repose également
sur l'interaction de chaque protéine avec la memdar8ref, il fallait définir précisément les

constructions et notamment inclure éventuellemesst iBgions flexibles pouvant interagir
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avec les membranes. Par alilleurs, le point clé dwiréaliser des expériences non pas en

solution mais sur liposomes.

J'ai construit deux formes de la partie C-termindee GMAP-210. La premiére
comprend les acides aminés 1597 a 1830, la sec@b8&;1843, est tres légerement plus
étendue. Ces constructions sont dépourvues dederhiers aminés de GMAP-210 qui sont
absents dans Rud3p et qui posent des probléemesludsligg lors de leur purificationLes
deux constructions comprennent environ 200 acidesiés en coiled coil en amont de la
région commune a Rud3p, appelée domaine GRAB,re¢smondant a un domaine présume
d’interaction avec Arfl. Je présenterai ce domgihes en détail dans le modéle final

d’interaction entre Arfl et GMAP-210. Ce qu'il fagbter ici est gue la construction [1597-

1830] s’arréte précisément a la fin du domaine GRA®BS que la construction [1597-1843]

comprend guelgues acides aminés supplémentaires’goi particulierement intéressé car ils

semblaient pouvoir former une hélice amphipathi@fiefigure 32).

L’interaction des deux constructions avec Arflté testée par des expériences de
flottaison sur liposomes de composition proche @lke aes vésicules golgiennés principe
est d’incuber les liposomes avec Arfl, avec unentjigastcechiomeétrique de la construction
GMAP-210 et avec un nucléotide en exces (GDP ou)@DpRr forcer Arfl a acquérir la
conformation voulue. Un excés de sucrose est at@mngé a la solution qui est ensuite
recouverte de deux coussins de plus faible den€iténme lintérieur des liposomes ne
contient pas de sucrose, ceux-ci flottent au dedsaddifférentes couches de solution aprés
ultracentrifugation. En récupérant différentes ticats depuis le fond jusqu’au sommet des
tubes, on peut alors séparer les protéines libesspiotéines associées aux liposomes et
observer cette partition sur gel polyacrylamideaderant (sodium dodécyl sulfate). La figure
28 montre le résultat tres tranché que j'ai obs@oudr les deux constructions de la partie C-
terminale de GMAP-210. La forme [1597-1830] restdulle quelles que soient les
conditions alors que la forme [1597-1843] est remude facon staechiométrique sur les
liposomes par la forme GTP d’Arfl. Autrement dis ltreize acides aminés en aval du

domaine GRAB semblent clé pour l'interaction deloenaine avec ArfLGTP sur membrane.
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ALPS = coiled-coil GRAB

¥
GMAP-210 X H—H—— 1979
H 1375 1597 11774
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Figure 32: Schéma des différentes constructions de GMAP-2iiisées pour la
caractérisation biochimique des extrémités et repngation en alpha hélice de la séquence
[1830-1843] et représentation en hélice alpha desémuence [1830-1843]. Flottaisons de
I'extrémité C-terminale contenant ou non I'hélicehipathique (respectivement « GMAP
long » [1830-1843] et GMARshort [1597-1830]) en présence d’ArfAGDP ou ArflGTP.

Pour expliquer la forte différence entre les carditons [1597-1830] et [1597-1843],
deux hypothéses pouvaient étre envisagées. La ¢merétait que les treize derniers acides
aminés de la construction interagissent directenaeet Arfl. La seconde qui avait ma
préférence était que ces acides aminés forment hétiee amphipathique qui interagit
directement avec la membrane. ArflGTP étant périomanaire, il semblait en effet
avantageux que son partenaire protéique, ici GMAPR-2oit lui-méme en interaction avec la
membrane.

Pour tester si I’hélice amphipathique en aval dmnaioe GRAB contacte directement
la membrane lipidique, jai marqué cette hélice hipathique avec un fluorophore NBD
extrémement sensible a I'environnement membranb@enarquage a été fait sur un mutant
de GMAP-210 dans lequel la thréonine en positio291&'est-a-dire entre la fin de la
troisieme hélice du motif GRAB et le début de libélamphipathique, a été remplacée par
une cystéine (cf. figure 33 A). La seule cystéinturelle de la construction [1597-1843] a été

mutée en sérine afin d’avoir un marquage spécifidiaais construit initialement un mutant
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possédant une autre cystéine en aval de I'hélit844C) mais cette mutation engendrait de
la protéolyse de la protéine. Les figures 33 B et@htrent le gel de la protéine marquée ainsi

que le spectre d’absorption UV-visible qui indiquemarquage a 100% de la protéine.

A NBDGMAPC_|ong
1597 | coiled-coil H GRAB | _1_8_43__
GRAB domain . amphlpathlc helix "
EGKVDKVLMRNLFIGHFHTF’KNQRHEVLHLMGSILGVRREEIVlEQLFHDDQGSVTHWMTGWLGGGSKSV
1776 | a2 — a3 1843
B Cc
NBDG"Vm":'C—I()ng NEPGMAPG. -long
kDa 0.5
1ug 2pg ~ 1pg 2yug
—_— T = 97
J— — 66 5. 04
.‘é
-_— - 45 g 0.3
@ 0.2
———— iy &
- 0.1 7
- - 21 0 1T
300 350 400 450 500 550

NBD fluorescence Sypro Orange staining Wavelength (nm)

Figure 33: Marquage de la cystéine 1830 positionnée en duahotif GRAB. Quantification
sur gel et spectroscopique du ratio de protéinesjonees.

J'ai ensuite réalisé des expériences de fluorescabomme dans les expériences de
flottaison, la construction est mélangée avec dpssdémes et Arfl. En mesurant la
fluorescence du NBD, j'ai observé que celle-ci aagtait lorsqu’Arfl basculait a I'état GTP
(cf. figure 34A). Notons que I'activation d’Arfl dait, en I'absence de facteur d’échange, par
la chélation du magnésium d’Arfl par 'EDTA en prase d’'un exces de GTP. De plus, les
spectres d’émission de GMAP-210 marqué au NBD aebapres activation d’Arfl montrent

un « blueshift » (un décalage du maximum d’émissiers le bleu). Ces deux observations,

augmentation de fluorescence et blueshift, indigugre la région marquée rencontre la

membrane (cf. figure 34CEnfin, 'amplitude de la fluorescence NBD augneealec la

concentration d’Arfl d’'une fagon qui suggére unieraction stoechiométrique entre Arfl et
GMAP-210 (cf. figure 34B). Nous avons également tmorgue la vitesse apparente
d’activation d’Arfl est conservée en présence oalsence de GMAP-210, GMAP-210 n'a
donc pas d’effet sur I'échange GDP/GTP de la pptivé€ine G.
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Figure 34: Suivi par fluorescence NBD des cinétiques deutecnent de GMAP Cter NBD

en fonction de la concentration d’Arfl (A) et repeétation du pourcentage d’augmentation
de fluorescence en fonction de la concentratichrfd’ (B). Spectre de GMAP Cter NBD en
présence d’Arfl GDP (spectre rouge) ou d’Arfl GT$pectre bleu) (C). Modéle de

I'interaction (D).

L’ensemble de mes résultats aboutit a un modélgedaction entre la région C-
terminale de GMAP-210 et ArfAGTP sur des membranpesest décrit dans la figure 30D.

Dans ce modeéle, les deux protéines interagissexducie avec la membran& une hélice

amphipathigue : dans le cas d’'Arf il s'aqit bierr gé I'hélice myristylée N-terminale alors

que dans le cas du domaine GRAB, il s’aqgit de tidehbélice en aval du domaine gue j'avais

identifiée dans la séquencCes deux interactions facilitent le positionnetret le contact

entre le domaine GRAB et ArfLIGTP. En I'absence denges structurales, ce dernier contact
n'est pas bien connu. Néanmoins, je vais décrirerianodéle plausible qui repose sur le fait
que le domaine GRAB_(RBIP Related Af binding protein) a été défini par analogie

structurale avec un autre motif bien mieux caréxdéte domaine GRIP.
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Le domaine GRIP est présent a I'extrémité C-tertminiautres golgines et reconnait
spécifiguement ArlLGTP, une petite protéine G asssgine d’Arfl et localisée au trans-
Golgi. Des études cristallographiques ont montré tp complexe entre ArllGTP et le
domaine GRIP est une dyade (cf. figure 35). Le doen&RIP homodimérique est constitué
de 3 hélices alpha présentant une face hydrophssheamt l'interface entre les 2 monomeéres.
De part et d'autre de I'homodimere, une protéineAGl accueille dans une poche
hydrophobe bien définie une tyrosine du monomeéiiataot vers I'extérieur. (Panic et al.,
2003) (Wu et al., 2004). La mutation de la tyrosohe motif GRIP en alanine inhibe
I'interaction avec la petite protéine G Arll, et ganséquent provoque la redistribution de la

protéine dans le cytosol.

Arli N GRIP GRIP . Ari1

Interswiich i Interswitch
- 2 -~

)
I,
‘l

Figure 35 Structure du domaine GRIP (co-cristal GRIP Arkf) mise en évidence de la
reconnaissance de la tyrosine (Y2177 en vert) B&PGpar une poche d’Arll. (Panic et al.,
2003)

Les alignements de séquence révelent que la mgobrY2177) du motif GRIP
correspondrait a une leucine dans le motif GRABRdAd3p (L410) et de GMAP-210 (L1783)
(cf. figure 31). Or, la mutation de la leucine danine provoquen vivo la perte de la
localisation cis-golgienne des protéines. J'ai triitset purifié le méme mutant et observé
gu’il n’interagit plus avec ArfAGTP sur liposomesof montré). L’ensemble de ces
observations suggére donc que malgré une modesiarge des séquences, le domaine
GRAB interagit avec Arfl de fagon similaire a lémaction du domaine GRIP avec Arl1.

Notons que dans le cas des domaines GRIP dermsedalgines, des acides aminés
hydrophobes en aval du domaine sont également targopour ancrer ces protéines aux
membranes en présence d’ArllGTP (Lu et al., 2006pendant ces séquences ne semblent

pas former des hélices amphipathiques. Enfin, rqumars que I'hélice en aval du domaine
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GRAB de GMAP-210 a une nette face hydrophobe efare polaire peu chargée (seulement
2 résidus basiques). En raison du nombre élevé@sldus hydroxylés dans sa face polaire,
I'hélice avait été identifiée comme putatif motit. RS par le programme Heliquest. C’est un
faux positif : le domaine C-terminal ne peut égeruté a des membranes dépourvues d’'Arfl
fortement courbées (non montré). Cette hélice ffé donc pas a une liaison aux membranes
mais elle agit de concert avec I'interaction GRABIA
Pour conclure, 'ancrage de I'extrémité C-terménde GMAP-210 repose donc sur

une synergie d’interactions protéine/protéine (GRNBL) et protéine/lipides

(hélice/membrane).

2) Role de la courbure membranaire sur la stabilide l'interaction entre GMAP-

210 et ArfAGTP

Les expériences précédentes ont montré que leteewent de I'extrémité C-terminale
de GMAP-210 aux membranes est strictement dépemdaria forme GTP d'Arfl. Par
conséquent, I'hydrolyse du GTP d’Arfl pouvait étre mécanisme de contrdle de cette
interaction. J'ai donc cherché a savoir si ArfGAPa&uvait hydrolyser le GTP d'Arfl
complexé a GMAP-210.

Pour suivre l'attachement puis le détachement donpbexe au cours du cycle
GDP/GTP d'Arfl, jai utilisé le mutant fluoresceNtBD de GMAP-210. Dans un premier
temps, GMAP-210 C-terminal est recruté par Arf1&GLP des liposomes puis a l'issue de la
cinétique d’'activation, ArfGAP1 est ajouté a laatdan (cf. figure 36A). ArfGAP1 provoque
une réversion totale du signal NBD montrant uneatimtion complete de GMAP-210 et
suggérant donc une hydrolyse efficace du GTP d’Adts ces conditions

A partir de ce résultat positif, j'ai étudié I'effele la courbure membranaire sur la
réaction. En effet, comme je I'ai expliqué plus haArfGAP1 est la premiére protéine dans
laquelle un motif senseur de courbure de type AbBRP&t été décrit. Si ArfGAP1 conservait
cette propriété vis-a-vis du complexe Arfl/GMAP-2alrs cela signifierait que la courbure
membranaire contrblerait I'interaction avec la meame non seulement de la région N-
terminale de GMAP-210 mais également de la régidar@inale. De facon trés intéressante,
I'effet fonctionnel de la courbure membranaire garpposé : dans le premier cas, la courbure

membranaire favorise positivement l'interaction ohotif ALPS de GMAP-210 avec la
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membrane. Dans le second cas, l'effet serait indie¢ négatif : ArfGAPL, par ses motifs
ALPS et son activité GAP, détacherait I'extrémitée@ninale de GMAP-210 de membranes
courbées.

J'ai mesuré la vitesse de dissociation de I'exit@@-terminale de GMAP-210 de la
membrane en fonction du rayon de courbure desdipes. La réduction du rayon des
liposomes de 85 a 35 nm augmente la vitesse depdé@sode GMAP-210 d’'un facteur 100
(cf. figure 36B). Ceci signifie donc que la staiilidu complexe Arfl-GMAP-210 est
indirectement dépendante de la courbure de la nembiICompte tenu de la différence de
cinétique entre membrane courbe, par exemple wieweé, et membrane plane, par exemple
une citerne golgienne, le complexe perdurera unmgu sur les membranes planes.

Enfin, pour montrer de facon qualitative que lréxtité C-terminale de GMAP-210 a
une régulation par la courbure membranaire oppasesle de I'extrémité N-terminale, j'ai
réalisé une expérience de flottaison comparée desx @xtrémités de GMAP-210 sur
liposomes de difféerents rayons. Le gel SDS montés clairement que l'extrémité N-
terminale possédant 'ALPS se lie spécifiguementrmembranes présentant un fort rayon de
courbure, alors que I'extrémité C-terminale, enspnee d’ArflLGTP et d’ArfGAP1 n’est
trouvée stablement associée qu’aux liposomes pegdenn faible rayon de courbure (cf.

figure 36C).
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Figure 36: A) Suivi par fluorescence NBD de la désorptianl@xtrémité C-terminale de
GMAP-210 de la membrane par ArfGAP1 ou ArfGAP3. QBantification de la vitesse de
détachement de la membrane en fonction du rayoocodebure des liposomes. C) Gels de
flottaison de l'extrémité N-terminale et C-termiealen présence d’Arfl, avec ou sans
ArfGAP1) de GMAP-210 en fonction de la courbure tmamaire.
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En conclusion, I'étude biochimique des deux exit&énde GMAP-210 permet de
proposer un modéle minimal d’attachement de deuxlongnes par cette corde : celle-ci, en
présence d’ArfGAP1, unirait de facon hétérotypiqdes membranes courbes a des
membranes plates couvertes d’ArfLGTP (cf. figure Ba situation cellulaire correspondante
a ce schéma minimal serait assez proche de cea@aiaservé en microscopie électronique :
des vésicules de transport liées aux citerneseyuhgis par des fibres souples.

Notons que ce systeme de connexion de membrameSNAP-210 repose sur un
grand nombre d’hélices amphipathiques, a savoih&ises de type ALPS a I'extrémité N-
terminale, I'hélice amphipathique en aval du dorealBRAB de GMAP-210, I'hélice
amphipathique d’ArfLGTP et enfin I'hélice ALPS d¥&AP1 (cf. figure 37).

' ArfGAP1
—

Figure 37 L’attachement asymétrique par GMAP-210 de memésacourbées a des
membranes planes recouvertes d’ArfAGTP repose stypds d’hélices amphipathiques :
I'hélice ALPS de GMAP-210, I'hélice en aval du damaGRAB, I'hélice d’Arf et I'hélice

ALPS1 d’ArfGAPL1.
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3) Démonstration des capacités de connexion hétéimue de GMAP-210

Dans ce paragraphe, je vais présenter les appraociggsales que Guillaume Drin a
utilisées pour démontrer que GMAP-210 lie de fagsymétrique des membranes courbées a
des membranes planes. Il s’est appuyé sur trolmigees : la diffusion dynamique de la
lumiére (DLS), la microscopie optique et la micigsie électronique. Avec mes propres
mesures sur I'extrémité C-terminale que j'ai dédas ci-dessus, 'ensemble forme le cceur de
la publication jointe en annexe (Drin et al., 2008)

Pour reconstituer I'attachement de deux membrpaea corde GMAP-210, il fallait
évidemment utiliser une protéine possédant degmitis N- et C- terminales fonctionnelles.
Pour des raisons d’expression et de purificatianpriotéine GMAP-210 utilisée pour cette
étude est une forme raccourcie, délétée d'une grapdrtie du coiled-coil. Cette
« minigolgine » correspond en fait a la mise kiUt des extrémités N-terminale et C-
terminale utilisée en biochimie ([1-375] et [15994B]). Jean-Francois Casella a montré que
cette forme raccourcie de GMAP-210, transfectéesdas cellules, induit le méme le
phénotype de dislocation de I'appareil de Golgi Fu®rme entiére.

L'une des démonstrations repose sur l'utilisagonmicroscopie optique de liposomes
géants (quelgques microns de rayon) contenant wrojitnore vert et de petits liposomes
(30nm de rayon) contenant un fluorophore rougepisence d’Arfl, de GTP, du facteur
d’échange d’Arfl (ARNO), de GMAP-210 et d’ArfGAPIes petits liposomes rouges sont
recrutés a la surface du liposome géant vert (guré 38). Tous ces éléments sont
indispensables & cette connexion ordonnée. Encphbeti, omettre ArfGAP1 conduit a la
formation de petits agrégats entre les petits tpuss rouges. En effet, dans ces conditions,
ArflGTP est distribué sur toutes les membranes ogt pas présent sur les seuls gros
liposomes. Dés lors, la corde peut unir les péptssomes entre eux. |l est a noter que trés
peu de molécules de GMAP-210 sont nécessairegé&addion ; il a été estimé que 10 a 15
molécules par liposome suffisent a induire la caiore hétérotypique. La microscopie
électronique montre que les petits liposomes fotrfeeiment entre les gros liposomes (cf.
figure 38). Enfin, cette agrégation est réversitlee conduit pas a la fusion des liposomes
car l'addition du mutant d’ArfGAP1 non sensible & dourbure (par conséquent capable

d’attaquer aussi Arfl situé sur les gros liposonpesyoque la dissociation des liposomes.
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Figure 38 Microscopie optique de liposomes géants vertswgs de trés petits liposomes
rouges en présence d’Arfl, son facteur d’échangdAB-210 et ArfGAP1. Microscopie
électronique d’'un assemblage de gros (L) et pé&ijdiposomes par GMAP-210.

4) Questions sur le modele

Dans cette partie, je vais aborder différents gsogur le fonctionnement de GMAP-
210 en cherchant a replacer de facon critique motdéle dans un contexte plus général. i
faut bien sOr noter que notre modele repose esfientent sur des expériences vitro.
Néanmoins, confrontées a des résultats de biokmdielaire déja publiés, les grandes lignes

du modele semblent pertinentes.

Pertinence des interactions décrites

GMAP-210 possede, en I'état des connaissancesgt@anisme de « tethering » le
plus simple. Cette trés longue corde d’environ B8omeétres relie de fagcon asymétrique et
réversible des membranes planes recouvertes d'APL@& des membranes courbes.
L’extrémité C-terminale est un homodimere, chaqumomeére interagit avec ArflIGTP. Le
domaine GRAB qui permet cette interaction est prgéopar une petite hélice amphipathique
qui, en interagissant avec la membrane, contribmem&canisme d’ancrage. A l'autre
extréemité de la corde, se trouvent deux motifs ALdP@e quarantaine de résidus. Ces
hélices, dont la face polaire est dépourvue daluéschargés et singulierement enrichie en
résidus hydroxylés et en glycine, permettent lsdia a des membranes trés courbées a la
surface desquelles elles se structurent. ArfGARE jan role déterminant dans la connexion

asymeétrigue des membranes. En effet, AffGAP1 engé&ahmteraction du C-terminal de
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GMAP-210 avec Arfl sur des membranes courbées. GRIAPlie ainsi vectoriellement des
membranes courbées a des membranes planes reesuVéntf1.

Les études de biologie cellulaire vont de paircales fonctions proposées des
extrémités. En effet, si les deux extrémités sooalisées au niveau de I'appareil de Golgi,
leur comportement est néanmoins différent. La sarnession de I'extrémité N-terminale de
GMAP-210 dans des cellules HeLa entraine I'agrégatie vésicules. Une démonstration
particulierement convaincante est I'expression diecextrémitée de GMAP-210 dans des
cellules qui en sont dépourvues, a savoir des ésvu€athy Jackson a montré que la
surexpression induit la formation d’'un amas dectdss parfaitement homogénes (données

non publiées).

Nter-GFP/

Figure 39 :Colocalisation de I'extrémité N-terminale de GMA&P9 : [1-375] (N-ter GFP) et
[1-38] (ALPS GFP) avec GM-130, un marqueur cis-gemg(Al et A2). Colocalisation de
I'extrémité C-terminale [1778-1979] (GFP-Cter) av&M-130 et la ninéine un marqueur
centrosomal (B1 et B2). Localisation comparée deaxdextrémités de GMAP-210 (C)
(Cardenas et al., 2009)

Lors de la révision du manuscrit, 'équipe de RbsaRios a publié un article sur
I'aspect cellulaire du fonctionnement des deuxémrités de GMAP-210 dans BMC Biology
(Cardenas et al., 2009) (cf. figure 39). Cette étowntre trés clairement que les extrémités
N- et C-terminales sont toutes deux associéeppdi®il de Golgi, au niveau des citernes cis.
Leur localisation présente néanmoins des différgneemarquage de I'extrémité N-terminale
apparait sous forme de spots alors que celui dadmité C-terminale est plus homogéne. En
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utilisant différentes constructions du N-termiriagst démontré que la localisation golgienne
dépend de 'ALPS. Par ailleurs, cette publicati@plieite tres clairement que le domaine C-
terminal de GMAP-210 est recruté a la surface dpplareil de Golgi par Arfl et interagit
avec le centrosome. En effet, la brefeldine A reithise I'extrémité C-terminale de GMAP-
210 dans le cytosol mais il persiste un marquageette extrémité au niveau du centrosome.

Spécificité d’interaction de I'extrémité C-termieal

Nous avons vu que la spécificité d’'interactionGiterminal de GMAP-210 est limitée
in vitro. Ce domaine est capable de lier Arf6, une petitéepre G spécifique de la membrane
plasmique. Il se peut qu'a linteraction avec Arfl5 s’ajoutent des interactions avec
d’autres protéines. Nous savons par exemple ggeltgne GCC185, qui interagit avec Arll
via un domaine GRIP, possede un deuxieme siteat®ii a une autre protéine G (Burguete
et al., 2008). La structure cristallographique memjue cinq tours de coiled-coil en amont du
domaine GRIP interagissent spécifiguement avec @aB6(cf. figure 40). Cette interaction
est rendue possible par la longue queue hypenlarcactéristique des protéines Rab qui
leur permet de « flotter » a quelques nanometregeasus de la membrane. Cette découverte
a montré que le coiled-coil des golgines n’est yaes structure inerte et que des interactions

spécifiques sont possibles.
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Figure 40: Double ancrage de la golgine GCC185 a la membraaweArll et Rab6. Mise en
évidence de l'interaction entre 5 tours de coileil-et les switch de Rab6. (Burguete et al.,
2008)

Sean Munro a mis en évidence que I'homologue deAB#210 dans la Drosophile

posséde un site d’interaction avec Rab2 (Sinkd.,e2@08). Rab2 est localisée au niveau de
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'appareil de Golgi et, est impliquée dans le tpms rétrograde entre le réticulum et
I'appareil de Golgi. A la difféerence de GCC185site d’interaction correspond a une section
du coiled-coil éloignée du motif GRAB. Des lors, gase le probleme de la compatibilité
d’interaction entre GMAP-210, Arfl et Rab2 et lamimane. Il se peut que I'extrémité C-
terminale de GMAP-210 interagisse avec des prad€iGe situées sur des membranes
différentes. D’'une facon générale, il semble quellgpart des golgines possédent des sites
d’interaction a des protéines Rab. La cartograplei® différents sites montre que certaines
golgines en possedent tout le long de leur coit@d-BMunro émet I'hypothése d’'un appareil
de Golgi tentaculaire avec ces cordes capturaettbément les membranes étiquetées par
des protéines G Rab spécifiques de I'appareil dgiGboutes les structures dépourvues de
ces protéines Rab seraient exclues de I'environnergelgien. Ceci pourrait expliquer
pourquoi par exemple aucun ribosome, pourtantitle taoindre que les vésicules en transit,

n'y est localisé.

Régulation par ArfGAP1
En grande partie, notre modele repose sur I'efi@tf@AP1 sur I'attachement de la

région C-terminale de GMAP-210. Or, il existe demmeuses ArfGAP qui pour la plupart ne
sont pas sensibles a la courbure mais qui contr@lateraction de petites protéines G de
type Arfl avec différents effecteurs. Il peut dguaraitre arbitraire de considérer que seul
ArfGAP1 contrble notre systéme. Néanmoins, plusi@biservations suggerent qu’ArfGAP1
détermine la régulation de GMAP-210. D’abord, lestgines ArfGAP au niveau du cis-Golgi
(ou agit GMAP-210) ne sont pas si nombreuses. Oroenpte trois : ArfGAP1 avec ses
motifs ALPS et deux protéines tres similaires appelArfGAP2 et ArfGAP3. En parallele a
mon étude, Joélle Bigay a étudié ArfGAP3 et moqué cette protéine est non pas régulée
par la courbure membranaire mais par le manteaul.Q@fe concentration catalytique de
coatomer suffit & activer la protéine. Pour ma,paitobservé qu'ArfGAP3 est inefficace sur
le complexe Arfl/GMAP-210 (cf. figure 32A). L’ensbie de ces résultats suggere que
contrairement a ArfGAP3, spécifique du systeme CAHIGAP1 a un spectre d'action assez
large sur les différents complexes Arf/effecteumareau de I'appareil de Golgi. Il peut étre
aussi bien a l'origine de la dépolymérisation dunteau COPI que de la dissociation de
GMAP-210 sur des membranes courbébes autre argument en faveur du role clé

d’ArfGAP1 dans la régulation des cordes au niveauGablgi est fourni par une étude de
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I’'hnomologue d’ArfGAP1 dans la levure, Geslp (Liuadt 2005). Geslp régule linteraction
de la golgine Imhlp en contrélant I'état nucléajick de la petite protéine G Arll associée a
cette corde.

Il semble qu’ArfGAP1 soit aussi bien capable dfagivitro sur Arfl seul qu'engagé
dans des complexes avec le coatomer ou GMAP-210.d&ant, n’y a t-il aucun effet de ces
interactions sur la réaction d’hydrolyse ? Paeail$, Joélle Bigay et Dan Cassel ont observé
une légére stimulation d’ArfGAP1 par le coatomer,autre effecteur d’Arf1. Pour répondre a
cette question, jai effectué des expériences dlyde du GTP d’Arfl a difféerentes
concentrations de GMAP-210 C-terminal. Les réssilsaint présentés dans la figure suivante
(cf. figure 40). A la différence des expériencedcgdentes, la réaction d’hydrolyse est suivie
par fluorescence des tryptophanes. Le signal est gdmplexe puisqu’il concerne a la fois
Arfl dont la fluorescence change entre les formé&P &t GDP, et I'hélice amphipathique en
aval de GMAP-210 dont la fluorescence dépend deésansoluble ou périmembranaire. Les
différentes mesures montrent que l'augmentationladeoncentration de I'extrémité C-
terminale de GMAP-210 ralentit la vitesse d’hydedydu GTP d’Arfl. Néanmoins, a des
concentrations saturantes de GMAP-210, la vitedsglblyse n’est pas nulle suggérant que
ArfGAP1 est capable d’attaquer le GTP d’Arfl conxglé GMAP-210 (cf. figure 41).

025 ¢
enn |- il GMAP

2 0.2 |

600
015
a0 | ¥L 1 (]
ﬂ”___,....-m{-_u....

200

15t152

fluarescence (LLA)

%

A

il 05 1 1,5 1 25
UM GMAP-210

o

200 400 600 peluli] 1004

1BIMpS (5860
Figure 41: Effet d’ArfGAP1 sur le complexe ArflGTP/GMAP-Zlflvant la concentration
de GMAP-210. Les cinétigues d’assemblage et de sdésmlage sont suivies par
fluorescence du tryptophane (signal de bascule &EIP/GTP et de la partition de I'hélice
amphipathique en aval du domaine GRAB de GMAP-2H)yitesse d’hydrolyse du GTP est
représentée en fonction de la concentration de GNMA®. C
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Compatibilité avec les microtubules

Notre modele est-il compatible avec le réle, ali@ment propose, de GMAP-210 dans
le positionnement de I'appareil de Golgi autourcéatrosome ? Clairement, notre modele est
indépendant de toute interaction avec les micrdagbet le centrosome. Néanmoins, les deux
fonctions ne sont pas incompatibles. En effet,\ah du motif d’interaction avec ArfAGTP, le
domaine GRAB, se trouve une séquence de 150 a@desés qui pourrait lier les
microtubules et que nous avons délétée dans nitde.€éDe plus, des données récentes ont
montré que la déplétion de GMAP-210 par ARN intené provoque la réduction de la
longueur des « stacks » golgiens et leurs dispesqgadav et al., 2009). Le phénotype est
similaire a celui engendré par l'utilisation de adazole, un agent bloquant la polymérisation
des microtubules. Sans doute, GMAP-210 participg@@aitionnement péricentrosomal de
'appareil de Golgi. D’autres études seront donceséaires a la compréhension du

fonctionnement de la longue partie C-terminale 8&AB-210.

GMAP-210, évolution et diversité des golgines

Les golgines, dans leur ensemble, restent myas&se par I'absence de fonction
définie d’'une de leurs extrémités, généralementriéenité N-terminale. La golgine-245, par
exemple, a un motif C-terminal GRIP d’interactiovea ArlLGTP localisé sur les citernes
trans-golgiennes. En revanche aucune donnée, @cenjindique la fonction de I'extrémité
N-terminale. De méme, la protéine IMH1 qui poss@&dmlement un domaine GRIP C-
terminal n'a pas de fonction attribuée pour sorré&@mrité N-terminale. Aucune interaction
protéigue n'a pu étre révélée. J'ai testé la capathi N-terminal de cette corde a lier des
membranes lipidiques, de différentes compositidndiféérents rayons de courbure. Je n’ai
observé aucune liaison vitro.

Les alignements de séquence entre les différemmlogues de GMAP-210 dans les
différentes especes depuis la levure (Rud3p) jéstimomme montrent que le motif ALPS a
'extrémité N-terminale n’est présent dans I'évalat qu'a partir de la drosophile. Il est
difficile d’interpréter une telle évolution. Danesl espéces les moins évoluées, il se peut
gu'un autre meécanisme permette le « tethering »ob&@ément, plusieurs mécanismes
permettent le recrutement des golgines a la sudasemembranes lipidiques : un domaine

transmembranaire, une association avec une protéémebranaire, une interaction avec une
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petite protéine G ou directement avec les membripiesgues. La distribution spatiale des
effecteurs au niveau de I'appareil de Golgi gougdeanlocalisation des golgines.
Historiquement, les golgines GM130 et p115 sositnkéeux étudiées. GM130, recruté
sur les citernes cis-golgiennes via la protéine GRA&5 interagit avec la protéine pl15
ancrée sur les vésicules de transport via la pret& Rabl (Barr et al., 1998) (Beard et al.,
2005). La giantine, protéine transmembranaire pitésgur les vésicules, interagit également
avec le complexe GM130/p115. Ce systeme multigapérmet de connecter des vésicules
venant du réticulum endoplasmique, marquées pardgine G Rabl, aux citernes cis-
golgiennes. Les golgines GM130 et pl115 semblentepgt impliquées dans la fusion

homotypique de vésicules et la connexion des @iffi&s citernes golgiennes.

Autre systeme de « tethering »

Hormis ces cordes moléculaires, il existe un asystéme de connexion des vésicules,
il s’agit des complexes d’attachement a plusiewgssunités (« multisubunit tethering
complexes »). Ces protéines sont des multimerdsadepoids moléculaire formant un fagot
d’hélices dont les mécanismes d’assemblage sontaomaus. Il existe différents complexes
avec leurs propres localisations subcellulairesAPRI, COG au niveau de l'appareil de
Golgi par exemple). A la difference des golginess complexes protéiques ont un role dans
le «tethering » a courte distance. Du fait de destructures trés différentes de celles des

golgines, je n'aborderai pas ces mécanismes.

Dans une deuxiéme partie de ma thése, jai essaydéles approches biochimiques
d’affiner notre modéle en me focalisant sur deuandes questions: d'une part, la
compatibilité entre le « tethering » de GMAP-210est phénomenes de bourgeonnement par
les manteaux et d'autre part, la durée de vie désractions entre GMAP-210 et les

membranes.
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VI Interactions GMAP-210 / membranes : durées de & et compatibilité

avec le manteau COPI

k’ Diirée de vie des
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Figure 42 Schéma du bourgeonnement d’'une vésicule COPe & dapture d’'une vésicule
par GMAP-210. Mise en évidence des questions coanela compatibilité de GMAP-210
avec le coatomer et de la durée de vie des intemrstentre GMAP-210 et les membranes,
ceci pour chacune des deux extrémités de la corde.

La figure ci-dessus reprend les grandes ligneslelex mécanismes ayant lieu au
niveau de l'appareil de Golgi : premierement lergeonnement de vésicules induit par Arfl
et le manteau COPI, et deuxiemement I'attachememhembranes planes et courbées par la
corde GMAP-210. Ces deux mécanismes sont vraiséhebl@nt interdépendants ce qui
conduit a plusieurs questions.

Une premiere question concerne la compatibilitintefaction d’Arfl avec deux
protéines. ArfLGTP est capable d’interagir avegtfémité C-terminale de GMAP-210 mais
également de recruter le coatomer pour former desgules de transport COPI. Nous avons

donc voulu savoir si ces deux interactions étaaptusives.
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Il était également important d’étudier la compititd entre le manteau COPI et l'autre
extremité de GMAP-210: son motif ALPS N-termindh question revenait a savoir si
GMAP-210 via son motif ALPS est capable de lier omtembrane courbée encore recouverte
de son coatomer. En d’autres termes, quand GMAPp240d-t-elle en charge la vésicule :
des son bourgeonnement de la membrane lorsqulleneore couverte d’'un manteau, ou
ultérieurement apres désassemblage de celui-ci ?

Un autre aspect m’a intéressé: l'aspect cinétigies différentes interactions
proposées dans le modele d’attachement membrapairésSMAP-210. Initialement, nous
avions pensé que GMAP-210 était capable d’accongragne vésicule pendant son trajet
depuis sa naissance jusqu’a sa fusion avec un etimpat cible. Autrement dit, nous
pensions que les interactions devaient perdurer goe l'attachement soit efficace. Nous
verrons que c’est un probleme qui souléeve des iqussintéressantes sur le fonctionnement

d’'une corde.

1) Compatibilité entre les extrémités N- et C-terales de GMAP-210 avec le

coatomer

a) Extrémité C-terminale de GMAP-210

Pour étudier la compatibilité entre le manteau C@GRAP-210 et Arfl, nous avons
utilisé la diffusion statique de la lumiere. Ceitehnique permet de suivre le recrutement du
manteau sur les liposomes, la diffusion augmentastiue le coatomer polymérise. La petite
protéine G Arfl est activée en présence de diftésenoncentrations de GMAP-210, puis le
coatomer est ajouté. En présence de 0,1mM de lipese@t 0.5uM d’Arfl, 'augmentation de
la concentration de GMAP-210 de 0 a 1uM bloqueteutement du coatomer (cf. figure 43).
Sans GMAP-210, le signal de polymérisation est maki en présence de 1uM de GMAP-
210, le signal est trés faible. Le recrutement tAB-210 par Arfl inhibe donc la liaison du

coatomer, et ceci de fagcon dose dépendante.
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Figure 43: Cinétique de recrutement du coatomer en préselecdifférentes concentrations
de I'extrémité C-terminale de GMAP-210 (0 ; 0.5puMuM) préalablement recrutée a la
membrane par Arfl

Le complexe Arfl-GMAP-210 exclue donc toute podisib d’interaction avec le
coatomer. Cette spécificité est trés importanta dfempécher I'extrémité C-terminale de
GMAP-210 de se retrouver sur un bourgeon. Plusrengmt, un liposome recouvert de
manteau est dépolymérisé apres addition du C-tatrden GMAP-210 (non montré). Ceci est
probablement lié a la fixation moins solide du neanta la membrane que dans une cellule.

Néanmoins, ce phénomeéne confirme la compétitiof, &FP interagit avec soit GMAP-210

soit le coatomer.

b) Extrémité N-terminale de GMAP-210

La question de la capacité de 'ALPS de GMAP-21(0iea une vésicule encore
recouverte de manteau est importante pour comprdadonctionnement spatio-temporel de

la corde. Dans un cas, la corde serait a mémecdamaitre une vésicule bourgeonnante, dans

I'autre cas elle prendrait en charge la vésicuke fois déshabillée de son manteau.
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J'ai utilisé différentes approches pour essayerégendre a la question : par exemple
des expériences de fluorescence NBD avec 'ALPSju@gaau NBD incubé en présence de
liposomes coatés mais aussi de la microscopieréiegtie ou des gros liposomes et des petits
liposomes coatés étaient incubés avec la « minigoly Je présenterai un seul résultat figuré

ci-dessous, qui provient d’'une expérience de séuiation.

fractions
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

————————————

§ 9 10 11

GMAP-210

N-terminal COFI

Figure 44 : Des liposomes coatés sont incubés au sommet cbussin de sucrose et

ultracentrifugés (notons qu’au sommet du coussirsulrose, aprés centrifugation, c’est le
ménisque que I'on apercoit et non pas des liposhnies fluorescence des liposomes est
analysée et les protéines associées sont révédéammel SDS.

Des liposomes (fluorescents) sont recouvertodéomer, cette réaction est suivie par
diffusion statique. La forme N-terminale de GMAPG2[L-375] est alors incubée avec ces
liposomes coatés, puis ce mélange est déposéudféaes d’'un coussin de sucrose. A lissue
de la centrifugation, les liposomes coatés se ue&nt en bas du tube (au dessus d’une fine
couche de sucrose de forte densité). Des prélewsraeocessifs sont réalisés a partir du haut
du tube, puis chaque fraction est analysée parefieence afin de déceler la présence des

liposomes et déposée sur un gel SDS afin de casmstées protéines associées (cf. figure
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44). Le gel montre la séparation du coatomer eresxt du coatomer lié aux liposomes
(fractions 13,14 et 15). Nous pouvons observer GMAP-210 est retrouvée au sommet du
tube, et n'est absolument pas enrichie dans lesidres contenant les liposomes coatés. Le
résultat suggere donc qu'il 'y a pas d’interactibiensemble des mesures va dans le sens
d’'une absence de liaison mais je resterai prudentasconclusion compte tenu des biais
possibles di a la stcechiométrie entre liposompsostines. En effet, il n’est pas impossible
gue quelques cordes soient liées aux liposomessaanis que ceci reste difficilement
détectable. Fonctionnellement, une seule corderaidwuffire a prendre en charge une
vésicule COPI. Faute de résultats concluants agemanteau, nous n’'avons pas étudié la
compatibilité de 'ALPS avec des vésicules de t@6@PIl. L'approchan vivo permettra sans
doute de déterminer la spécificité d’interaction@GMAP-210 avec le manteau des vésicules

de transport.

2) Durée de vie des interactions des deux extrémd# de la corde avec leurs

membranes

Une question trés importante, par ailleurs posédRpthman dans I'une des premieres
publications décrivant les cordes, est la duréeiglele I'interaction entre d’'une part la corde
et la vésicule, d’autre part la corde et la membériansupportant (Orci et al., 1998). Cette
discussion écrite bien avant la description desamémes moléculaires est particulierement
intéressante, en voici un extrait :

“A fine balance between binding and dissociatioould be needed for transport by
tethered vesicles to occur at a useful rate. As dimeplest possibility, the strings would

function best when they are poised individuallyttm cusp of dissociation because of a rapid,

dynamic thermodynamic equilibrium between boundwarzbund states: If the attachment of

vesicles to the proposed strings were too strontporlong-lived, vesicles would effectively

be stuck in place as a fly is stuck to fly papksatiachment were too weak, the vesicles would

fly away and processivity would be loBut when a vesicle is bound by multiple stringshea

of which dissociates and can be replaced by a riemgsin the time frame of inter-cisternal
transport (approximately 1 min), then can vesickfgectively diffuse while remaining

attached to the surface of the stack, just as aéiks.”
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L'une des idées les plus intéressantes dans egna@he imagé est qu’'une association
trop forte entre corde et vésicule soit désavanisgeour le mouvement de la vésicule. Apres
avoir caractérisé de facon plutdt qualitative ledgenactions entre GMAP-210 et les
membranes (chapitre V), nous nous sommes donceg#®s a la stabilité de chaque

interaction.

Pour mesurer la durée de vie des interactionge &WAP-210 et les membranes, nous
avons choisi la technique de FRETuU@rescence Bsonance Bergy Transfer), a savoir un
transfert d’énergie entre molécules fluorescenteNBD greffé aux protéines d’intérét et la
rhodamine greffée sur la phosphatidyléthanolamie® lpposomes. Nous disposons de deux
constructions de GMAP-210 marquées au NBD : la éoMaterminale [1-375] (marquée a
I'extrémité de la protéine grace a la mutation M&Cha forme C-terminale [1597-1843] avec
le méme marquage que celui utilisé précédemmentafth@1829C). Par ailleurs, disposant
au laboratoire des motifs ALPS d’ArfGAP1, je lescamparés aux motifs ALPS de GMAP-
210 (extrémité N-terminale). Le principe des meswest de suivre la vitesse de désorption
spontanée des protéines d'une population de lipesovers une seconde population. Ces
populations different en effet par la présence on de 1% de rhodamine-DHPE, ce qui
conduit a des signaux de fluorescence différeritmspie la protéine est liee a une population
ou a une autre.

Notons que toutes les mesures présentées citdefigpde I'extremité N-terminale
de GMAP-210, des motifs ALPS1+2 et ALPS1 d’ArfGARiI)t été effectuées le méme jour

dans les mémes conditions (liposomes et protéines).

a) Extrémité N-terminale de GMAP-210

Afin de déterminer la concentration de liposomésessaire a la liaison totale de la
construction N-terminale de GMAP-210 marquée au NBI3 spectres d’émission de la
protéine en solution puis aprés chaque incrémentipgsomes sont mesurés. Avec des
liposomes non marqués, les signaux mesurés pranerirectement de la fluorescence du
NBD rencontrant une bicouche lipidique (pic a 52pnfar contre, avec des liposomes
marqués a la rhodamine, la fluorescence direct®NBD est faible, une grande partie du

signal provient d'un FRET entre le NBD de 'ALPSI@rrhodamine de la membrane (pic vers
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600nm) (les spectres sont corrigés de la fluorescatirecte des liposomes marqués a la

rhodamine) (cf. figure 45).

Ja
NBD / A NBD
*

GMAP-N-ter GMAP-N-ter

+ rhodamine
PE

liposomes

liposomes soniqués 10 e
soniqués

fluorescence
fluorescence

& fluorescence & 530 nim
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Figure 45: Titration de 250nM du N-terminal de GMAP-210 umpa¢ au NBD avec des
liposomes soniqués contenant ou non de la rhodar@imgrbes de titration

Les titrations de I'extrémité N-terminale de GMARRO avec chacune des populations
liposomes indiquent que 40uM de liposomes soniguéd suffisants pour lier 250nM de
protéines (cf. figure 45). Pour les mesures ge kous nous sommes placés au dessus de la
concentration saturante, soit 130uM de liposomes P6ONM de protéines, ceci afin d’éviter

gue des protéines soient libres.

Le spectre initial d’émission (cf. spectre rouge k& figure 46a) correspond a
l'interaction de la construction N-terminale GMARE (marquée au NBD) avec des
liposomes soniqués marqués a la rhodamine. Ensugtes nous placons a longueur d’onde
fixe (520nm) pour suivre le déplacement du sigmasdu’'a l'instant t=60s, un exces de
liposomes soniqués non fluorescents est ajoutén (@cteur 4 par rapport a la concentration

des premiers liposomes). L'ajout des liposomes qujae une forte augmentation du signal
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direct NBD (a 520nm). La réaction est rapide,ldd la réaction est de moins d’'une seconde
Enfin, lorsque le signal est stabilisé, un secqetse d’émission est mesuré (cf. spectre vert
de la figure 46a). Ce spectre avec un pic tres mt@je@ a 520nm couplé a la forte diminution

du signal de FRET montre que I'essentiel de laginetest maintenant en interaction avec les

liposomes non marqués.

a) 1004 89 100 2
) :
20
, W\ R 5
[
g 804 f [ \
S | 5 | / \ 60 &
g 1 3 / [\
= g | [ 5
3 704 2 | | 4
: / ( i H
§ T3 [ Ny 3
2 oo [ N
| ‘
2 [ / Y 2
f W\ o}
s0q W/ (Y L
" \
b
S, o P i Loscas? by
80 70 80 90 100 110 120 500 550 600 650 700 60 mn 80 90 100 1o 120 500 550 600 650 o0
time (s) wavelength nm time (sec) wavelength (nm)
b) =

520nm
: 38 8
o o N @
=
t520nm N—r

T T T T T T T T T ? d . * i 3 5
60 70 80 Y 100 110 120 500 550 600 650 700 60 70 0 30 100 1o 120
time (sec) wavelength (nm) time (sec)

Figure 46: Cinétiques et spectres du déplacement de I'ext&éN-terminale de GMAP-210:

a) déplacement de la protéine de liposomes soniagqués a la rhodamine (spectre rouge)
vers des liposomes soniqués non marqués (spectje ve

b) déplacement de la protéine de liposomes soniaqués marqués (spectre vert) vers

liposomes soniqués marqués a la rhodamine (spextige)

c) déplacement de la protéine de liposomes extretiésarqués a la rhodamine (spectre

rouge) vers des liposomes soniqués non marquést(spert).

d) déplacement de la protéine de liposomes extredéson marqués vers liposomes des
soniqués marqués a la rhodamine (les spectres nepEs présentés car n‘ont pas pu étre
corrigés de la fluorescence des liposomes fluorgsaen exces).

Spectres : Exc 465 (bp 1,5) nm ; Em 470-700 (bmf)/ Cinétiques : Exc 465 (bp 1,5) nm ;

Em 520 (20) nm

La vitesse de désorption est également mesursgu® le N-terminal de GMAP-210
est initialement lié a des liposomes soniqués nanques (cf. figure 46b). Ici, le spectre
initial du mélange figuré en vert correspond awaligimple de liaison du NBD dans un
environnement lipidique. La cinétique de désorp8pontanée est suivie a 520nm par I'ajout

de liposomes compétiteurs marqués a la rhodammegaction est également rapide,Jeé
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la réaction est d’environ 5 secondes. Notons qug.lest différent ce qui suggéere que, la
rhodamine, sonde assez volumineuse, pourrait aeffdet stabilité de l'interaction de la

protéine avec la membrane. Le spectre final esturéest corrigé de la fluorescence des
liposomes rhodamine ajoutés en exceés. On obsemdagfluorescence directe du NBD a
diminué au profit du signal de FRET. Ces mesurestrant donc que la dissociation des
ALPS de GMAP-210 de membranes extrémement courdstesssez rapide, de l'ordre de la

seconde.

Compte tenu de la sensibilité a la courbure ddrémité N-terminale de GMAP-210,

il était intéressant de mesurer la vitesse de g@gésarspontanée de liposomes obtenus par
extrusion dont le rayon est plus proche de celsidsicules golgiennes que des liposomes
soniqués (35nm contre 20nm). Etant donné que iohade I'ALPS de GMAP-210 dépend
de la courbure membranaire, une titration de l&&me avec les liposomes extrudés a d’abord
éte faite. Une concentration plus élevée de lip@soextrudés par rapport aux tres petits
liposomes utilisés précédemment est nécessaire lgouda protéine. 250uM de liposomes
sont alors utilisés pour une concentration de 25@eNdrotéines.

L’approche expérimentale est proche de celle #éa@avec les liposomes soniqués.
Notons que GMAP-210 est initialement incubée avex lposomes extrudés. Les liposomes
compétiteurs sont soniqués et utilisés en exces f@cteur 2 (il était difficile d’obtenir une
concentration élevée de liposomes extrudés ennraee limites de la technique). La figure
46¢ montre la translocation de GMAP-210 de liposeoraetrudés marqués a la rhodamine
(signal de FRET en rouge) vers des liposomes sésiquon marqués. La cinétique de
désorption spontanée est plus rapide que sur piesolnes soniqués. Elle est inférieure a la
seconde et ne peut étre donnée précisément. Liigci@énesurée correspond simplement au
temps de mélange dans l'appareil. Cette vitesseamdirmée dans la figure 46d avec la
translocation de GMAP-210 de liposomes extrudésmargueés vers des liposomes soniqués
marqués a la rhodamine. La géne engendrée paondamine semble moins important sur ces
liposomes que sur les liposomes soniqueés.

En conclusion, I'extrémité N-terminale de GMAP-2ilfleragit trés transitoirement

avec les vésicules de transport.
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b) Motifs ALPS d’ArfGAP1

GMAP-210 via son coiled-coil présente deux moAfPS a son extrémité. ArfGAP1
posséde également une paire de motifs ALPS. Lasiispn relative des hélices ALPS dans
les deux protéines est difféerente. De plus, lesifm@LPS ont des petites différences
physicochimiques. La comparaison desde ces deux protéines golgiennes s'imposait donc.

La figure ci-dessous (47a et b) montre que lassiede désorption d’ArfGAP1 de
membranes présentant un fort rayon de courburdréstrapide et similaire a celle de
'extrémité N-terminale de GMAP-210 dans les ménvemditions. En revanche, a la
difféerence de l'extrémité N-terminale de GMAP-216nt le temps de demi-réaction est

inférieur a la seconde, lgkd’ ArfGAPL1 est plus lent.
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Figure 47: Cinétiques et spectres du déplacement de I'ALPSd’'ArfGAP1:

a) déplacement de la protéine de liposomes sonioaéqués a la rhodamine (spectre rouge)
vers des liposomes soniqués froids (spectre vert).

b) déplacement de la protéine de liposomes sonigoésmarqués (spectre vert) vers des
liposomes soniqués marqués a la rhodamine (spewtige).

c) déplacement de la protéine de liposomes extretiésarqués a la rhodamine (spectre
rouge) vers des liposomes soniqués non marqueést(spert).

d) déplacement de la protéine de liposomes extrumdésmarqués (spectre vert) vers des
liposomes soniqués marqués a la rhodamine (spewiige).

Spectres : Exc 465 (bp 1,5) nm ; Em 470-700 (bpmi)/ Cinétiques : Exc 465 (bp 1,5) nm;
Em 520 (20) nm
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La figure 48 montre que le motif ALPS 1 seul d@AP1 (décrit dans le paragraphe
IV C) a une vitesse de dissociation beaucoup @pgle (avec uni inférieur au temps de

mélange) que le peptide constitué des deux motiRAsur des membranes soniqués.
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Figure 48 Cinétiques et spectres du déplacement de TALBREGAP1 :

a) déplacement de la protéine de liposomes sonigueégiués a la rhodamine vers des
liposomes soniqués non marqués. En rouge : sigméhli de FRET correspondant a la

liaison de la protéine a des liposomes marqués.vém, signal mesuré apres I'ajout des
liposomes non marqués en exces.

b) déplacement de la protéine de liposomes sonigqués marqués vers des liposomes
soniqués marqués a la rhodamine. En vert : signdial de la liaison de la protéine a des

liposomes non marqués. En rouge, signal de FRETundespres I'ajout des liposomes

margqueés en exces

Spectres : Exc 465 (bp 1,5) nm ; Em 470-700 (bmf)/ Cinétiques : Exc 465 (bp 1,5) nm ;
Em 520 (20) nm

En conclusion, ces différentes mesures ont mamiee la vitesse de désorption de
I'extrémité N-terminale de GMAP-210, des deux AL&PArfGAP1 et a fortiori du seul motif
ALPS1 est trés rapide sur des membranes présamtatieés fort rayon de courbure. Il est
intéressant de noter que la vitesse de désorpeoGMAP-210 est plus rapide que celle
d’ArfGAP1 sur des liposomes de 35 nanometres. Gaggere qu’ArfGAPL réside plus
longtemps a la surface des vésicules pour pouwairdfyser le GTP des différents Arf alors
que l'attachement de la vésicule par GMAP-210 et tabile. De plus, les différences

observées selon le rayon de courbure suggérentleqmeécanisme d’interaction avec la
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membrane différe suivant son niveau de courburénEmous avons vu que le motif ALPS1
se dissocie extrémement rapidement de la membitare que le tandem ALPS 1+2 a une

durée de vie plus longue, ce qui confirme la syieezgtre les deux motifs.

c) Extrémité C-terminale de GMAP-210

Aprés avoir caractérisé les vitesses de désorpdmn’extrémité N-terminale de
GMAP-210, jai étudié le comportement du domaingée@ninal. Je rappelle que la liaison
avec la membrane est indirecte et repose surtdaot®n avec ArflGTP. J'ai mesuré lgslde
I'extrémité C-terminale de GMAP-210 en utilisantsdgposomes accepteurs et compétiteurs
recouverts d’ArfAGTP ainsi que lg#kdu complexe entre GMAP-210 et Arfl en utilisans de
liposomes compétiteurs dépourvus d’Arfl. La strigéxpérimentale est la méme que celle
utilisée avec l'autre extrémité de GMAP-210. Jigélla construction C-terminale de GMAP-
210 marquée au NBD avec des populations de liposonagquées ou non a la rhodamine.
Toutes les mesures présentées ci-dessous ontfétfuéés le méme jour dans les mémes

conditions (liposomes et protéines).

- Mesure du k de GMAP-210 entre 2 populations de liposomes neexs d’Arfl :

Dans un premier temps, lI'extrémité C-terminale @®AP-210 est recrutée par
ArflGTP sur des liposomes marqués a la rhodamirtaitie moyenne (0,2um).a cinétique
du recrutement est suivie a 590nm, c'est-a-dieel@nigueur d’onde correspondant a un signal
de FRET (cf. les 800 premiéeres secondes de laiqueétle la figure 49a). Lorsque le signal
est stabilisé, le spectre est mesuré (spectre yquge la cinétique est de nouveau suivie (a
590nm) avant I'ajout de liposomes compétiteurs nmrqués et préalablement recouverts
d’Arfl (cf. cinétique). On observe une diminution dignal et le spectre final montre que
GMAP-210 s’est déplacé des liposomes (rhodamine)égart vers les liposomes non
marqués en exces (augmentation de la fluoresceremaddu NBD et la diminution du signal
de FRET). La vitesse de dissociation est beaugbugp lente que celle de I'extrémité N-
terminale. En effet, le temps demi-réaction estatdre de la minute alors que nous avons vu

gu'il est de I'ordre de la seconde dans le casedérémité N-terminale.
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Figure 49: Cinétiques et spectres du déplacement de I'extéé@iterminale de GMAP-210 :

a) déplacement de la protéine de liposomes marguéasrhodamine recouverts d’Arf1GTP
(spectre rouge) vers des liposomes non marquésivects d’Arfl (spectre vert).

Cinétique : Exc 465 (bp 1,5) nm ; Em 590 (20) Spgctres : Exc 465 (bp 1,5) nm ; Em 470-
700 (bp 5) nm

b) déplacement de la protéine de liposomes non wéasrgecouverts d’ArfLGTP vers des
liposomes marqués a la rhodamine recouverts d'ig §pectres ne sont pas présentés car
n'ont pas pu étre corrigés de la fluorescence gassbmes fluorescents en exces).

Cinétique : Exc 465 (bp 1,5) nm; Em 520 (20) nm

L’expérience a egalement été faite dans le sevexdm, I'extrémité C-terminale de
GMAP-210 est initialement recrutée sur des liposomen marqués et ensuite déplacée par
un exces de liposomes marqués (cf. figure 49b). tiestique sont suivies a 520nmn
(fluorescence directe du NBD) ce qui permet eola fle suivre la translocation de GMAP-
210 sur la premiere population de liposomes puis déplacement vers la deuxieme
population. La vitesse est un peu plus rapide gl anesurée en a), lgstest de 30
secondes. Ceci confirme que la durée d’interaciianles membranes est plus longue pour

I'extrémité C-terminale que I'extrémité N-terminale GMAP-210.
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- Mesure du § du complexe ArflGTP/GMAP-210 :

J'ai également mesuré la dissociation du compektAP-210/Arfl en utilisant des
liposomes compétiteurs dépourvus d’Arfl. Le progssspératoire est le méme que celui
utilisé pour mesurer le ok de I'extrémité C-terminale seule. Dans ces coonldj le
déplacement de I'extréemité C-terminale de GMAP-2&0essite en paralléle le déplacement
des molécules d’ArfLGTP. Par conséquent, cetteiotaest nécessairement plus lente que la

réaction de déplacement de la seule corde.

a) GMAP-210
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Figure 50: Cinétiques et spectres du déplacement du com@®AAP-210/Arf1 :

a) déplacement du complexe de liposomes marquasridotdamine recouverts d’ArflGTP
(spectre rouge) vers des liposomes non marques @&dh) (spectre vert).

Cinétique : Exc 465 (bp 1,5) nm ; Em 590 (20) rspectre : Exc 465 (bp 1,5) nm ; Em 470-
700 (bp 5) nm

b) déplacement du complexe de liposomes non mangeésiverts d’ArflGTP vers des
liposomes marqués a la rhodamine (sans Arfl) (extses ne sont pas présentés car n'ont
pas pu étre corrigés de la fluorescence des lip@softfaorescents en exces).

Cinétique : Exc 465 (bp 1,5) nm; Em 520 (20) nm
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La figure 50 montre que lekdu complexe Arfl/GMAP-210 est d’environ 3 minutes.
Notons que ce déplacement nécessite que les mededrflGTP elles-mémes soient
capables de se détacher des liposomes. C’est gerg3s qui avait déja été caractérisé (cf.
chapitre IV B). Mes mesures dygkd’ArfLGTP (avec Arfl marqué a I'Oregon Green pour
permettre un signal de FRET) sont homogénes aweenkesures précédemment publiées

(Antonny et al., 1997a). Le temps de dissociatgtrde I'ordre d’une demi-minute.

En conclusion, les interactions des extrémitéSMEAP-210 avec les membranes ont

donc des durées de vie différentes. Ces mesurks;aeontrent que I'extrémité C-terminale

est solidement ancrée a la membrane par la petitéipe G Arfl. En revanche, 'interaction

entre 'extrémité N-terminale et les membranedadste. Nous ne pouvons exclure gquvivo

un autre élément puisse renforcer l'interactionamBoins, cette interaction transitoire est
avantageuse dans le cadre du transport dynamigaevésicules entre les différents
compartiments. Il aurait été intéressant de meslirgeraction du motif ALPS avec les
membranes dans des conditions ou l'autre extrérdgé la corde est immobilisée.
Malheureusement, ce n’est pas possible par FREMélange de petits liposomes, de gros

liposomes et de cordes entraine inexorablemenagrégation.

3) Nouvelles questions sur GMAP-210

La dynamique du trafic vésiculaire est extrémenwarmplexe avec de nombreuses
protéines impliquées depuis le bourgeonnement jaslkgufusion : les manteaux et leurs
régulateurs, les protéines du cytosquelette, leteum® moléculaires, les SNARE et bien
entendu les golgines. L’arrimage des vésiculedgzagolgines, ces longs coiled-coll, éviterait
la dispersion des vésicules, contribuerait a laifipgé membranaire (avec le systeme des
protéines Rab par exemple) et rapprocherait les breames permettant ainsi aux protéines
SNARE d’induire leur fusion.

Les mesures deqk des extrémités de GMAP-210 ont montré qu'ils éilaide
différents ordres de grandeur. L’interaction del?S sur les vésicules est de l'ordre de la
seconde alors qu'une minute est nécessaire a faldcation de I'extrémité C-terminale.
Plusieurs minutes sont nécessaires a la transbocdti complexe Arfl/GMAP-210. En ce qui

concerne l'extrémité N-terminale, notre hypothedmitéqu’'une corde était capable
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d’accompagner la vésicule pendant tout son chemenenicf. figure 5la). Le
extrémement rapide de l'extrémité N-terminale swuggque plusieurs cordes vont étre
nécessaires, tour a tour, pour accompagner leswési(cf. figure 51b). Les interactions étant
transitoires, plusieurs cordes pourraient particgp&accompagnement des vésicules, ce qui
n'était pas le cas avec notre hypothése initiadesysteme étant moins dynamique, une
vésicule aurait pu étre immobilisée. Enfin, noumas vu préecédemment que les coiled-coill
des golgines présentent des sites de liaison ardésines Rab. Nous pouvons imaginer que
les vésicules garnies de Rab puissent glissentpdo coiled-coil avant de fusionner avec les
membranes cibles.

Pour avoir une vision plus précise de la dynamidgid’attachement de vésicules par
GMAP-210, il serait intéressant de mesurer Jg¢ #e I'extrémité N-terminale de la corde
lorsque celle-ci est attachée par son autre extiéésar un support. Cette mesure pourrait étre
faite en microscopie a onde évanescente (TIRF) awecbicouche lipidique sur laquelle

serait fixée I'extrémité C-terminale de GMAP-21Quetflux de petits liposomes fluorescents.

a) interaction stable ALPS/vésicule

/vésicule

immobilisée

ALPS \

GRAB Arfl

b) interaction labile ALPS/vésicule

ALPS

Rab

Figure 51: a) Vésicule accompagnée par une seule corde dsicMle échangée entre
plusieurs cordes
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A propos de la dynamique des golgines, il estrésgant de noter que la protéine
GRASP-65 (®lgi Reassembly tacking Rotein 65kDa) qui recrute la golgine GM130 a la
surface de l'appareil de Golgi est une des progépigosphorylées au cours de la mitose.
GRASP-65 phosphorylée se détache de la membrarenamt également la dissociation de
la membrane. En effet, le systeme de « tetheridgit>cesser au cours de la mitose afin de
permettre la fragmentation de I'appareil de GoRgrinaga-Rementeria Ramirez and Lowe,
2009). Les golgines sont également des ciblestdsates kinases. Ainsi la protéine GM130
phosphorylée a une affinité moins grande pour lésicules couvertes de pll5 qui
s’accumulent alors dans le cytosol. Dans le ca&BI&P-210, aucune phosphorylation n'a
été détectée mais ceci reste a explorer. D'ailldassmotifs ALPS par I'abondance de résidus
sérines (et thréonines) sont des candidats insaressEnfin, je signalerai que, pendant le
processus apoptotique, 'un des mécanismes redpessie la fragmentation de I'appareil de
Golgi repose sur la dégradation des golgines ated®ines de leurs protéines associées par

les caspases.

En conclusion, GMAP-210 est une golgine fascinaltiet nous ne connaissons a ce
jour qu’une partie du fonctionnement. Notre étudeuamontrer un mécanisme original de
connexion de vésicules a des membranes planesapaecbnnaissance de la courbure
membranaire. Cette connexion asymétrique est repdssible par un motif ALPS sensible a
la courbure et un motif d’interaction avec Arfl uég négativement par la courbure
membranaire grace a ArfGAP1l. Des questions subsist®@tamment par rapport a
I'éventuelle compatibilité de 'ALPS avec une vés&encore recouverte de son manteau, le
réle de Rab2, la staechiométrie cordes/vésiculesnaore par rapport au mécanisme précis
d’interaction avec les microtubules. Récemment, éhele a montré que cette immense
protéine de 2000 acides aminés semble égalemelitjimp dans le transport intraflagellaire

de cellules ciliées (Follit et al., 2008). Brefebides mysteres restent a découvrir...
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VIl Motif ALPS et a-synucléine : comparaison entre deux hélices

amphipathiques senseurs de courbure membranaire

A- Introduction

Dans un précédent chapitre (IV) décrivant les rmoNEPS, j'ai souligné leurs deux
grandes originalités. D’abord une originalité foaohelle, avec la capacité de reconnaitre de
facon tres fine la courbure des membranes. Ensuites originalité structurale et
physicochimique : les motifs ALPS forment des hediamphipathiques dont la face polaire
présente presque exclusivement des résidus polaoes chargés (sérine, thréonine et
glycine). J'ai enfin mentionné que cette physicauRkiparticuliere et cette fonction spécifique
sont étroitement liées. L’introduction de résidussiques a linterface de I'hélice ALPS
réduit, voire abolit, la sensibilité a la courbunembranaire. La surprise, pour nous, a été de
réaliser qu’il existait une autre hélice amphipati® dont la physicochimie est a 'opposé de
celle du motif ALPS et qui pourtant, semble recamaagalement la courbure membranaire.
Cette hélice appartient a une protéine-sgynucléine, célebre pour son implication dans la
maladie de Parkinson.

Dans cette derniére partie de ma these, j'ai tiéeaccomparer les propriétés senseurs

de courbure des motifs ALPS @tsynucléine. L'idée directrice était que leur plegshimie

tres différente pourrait leur permettre d’étre ddap a des membranes cellulaires n'ayant pas

les mémes compositions lipidiquesainsi d’agir sur des compartiments différents.

1) a-synucléine et pathologie

L’ a-synucléine est une protéine présente chez le€hbréd. C'est une protéine
neuronale, identifiée historiquement dans la tdiMaroteaux et al., 1988). Il existe deux
autres formes de la synucléine, [&s et y—synucléines issues d’épissage alternatifaLl’
synucléine est particuliérement étudiée en raisensdn association a une pathologie
importante chez I'homme : la maladie de Parkingba:synucléine est en effet un composant
majeur des corps et neurites de Lewy présents ldanseurones de parkinsoniens (Goedert,

2001). Ces accumulations de protéines et de lipidesisent la mort des neurones
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dopaminergiques de la substance noire. La diminud® la dopamine dans le striatum est a
I'origine des nombreux troubles parkinsoniens.

La maladie de Parkinson a plusieurs originesgetigme ou sporadique. Un point
commun est l'agrégation deaokFsynucléine causée par des mutations ponctuelles, d
duplications et triplications géniques, des stesgaronnementaux (stress oxydatifs, toxicité
ionique) ou encore des désordres du protéasome.

Malgré I'abondance de publications scientifiquesrtgnt sur la-synucléine, sa
fonction reste mal connue. Les conclusions deseétsdnt rendues difficiles par I'adaptation
des souris aussi bien a sa surexpression qu’'alétode Il semblerait néanmoins qu’elle soit
impliquée dans la plasticité synaptique en régulmgroupe de vésicules prétes a fusionner.
En effet, on observe en microscopie électronique lgusurexpression deakFsynucléine
conduit a 'augmentation du nombre de vésiculexhe de la membrane plasmique. Par
différentes techniques, il a été montré que c'ésape entre I'arrimage des vésicules et leur
fusion qui est inhibée pard:synucléine (Larsen et al., 2006). Les veésiculed sorimées
mais ne sont pas aptes a fusionnea:slynucléine contrélerait ainsi le nombre de vésisul

immeédiatement disponibles pour la neurotransmission

2) Interaction a-synucléine — membrane lipidique

Comment l'a-synucléine s’associe-t-elle aux vésicules synapsd? Aucun récepteur
protéiqgue n’a été identifie. Par contre, les préigis remarquables d’association avec les
membranes lipidiques semblent clés pour la liaistn I'a-synucléine aux vésicules
synaptiques. Notons tout d’abord que cette prota@inae séquence tres particuliere. Les cent
premiers acides aminés forment des répétitions dee orésidus, répétitions qui
individuellement pourraient former des hélices aipathiques (cf. figure 52). Cette séquence
est suivie d’'une région acide et treés riche enipeolLe dichroisme circulaire montre que-I’
synucléine n’a aucune structure en solution, ce eyplique sans doute sa tendance a

s'agréger observée dans la maladie de Parkinson.
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Figure 52: Alignements de ¢-synucléine par séquences de 11 résidus. L'unesle ¢
répétitions est représentée en alpha-hélice.

En 1998, il a été montré qued-synucléine a la capacité de se lier a des liposome
artificiels. Cette liaison dépend de la charge tiegades liposomes ainsi que de leur taille
(Davidson et al., 1998). L'expérience consistait@iber I'a-synucléine avec un mélange de
liposomes multilamellaires et de petits liposomesigués et d’éluer cet ensemble sur une
colonne de gel filtration. De facon trés nette,otaserve que ¢i-synucléine co-élue avec les
liposomes soniqués chargés négativement (cf. fig8jePar contre, aucune interaction n’est
décelée ni avec les gros liposomes de méme conguosit avec des liposomes soniqués
neutres (PC ou PC/PE).
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Figure 53: Chromatographie d’exclusion deaksynucléine incubée avec un mélange de
liposomes soniqués (fractions 20-30) et de vescuoialtiiamellaires (fractions 15-20) de
différentes compositions lipidiques. A gauche, gterde profil de gel filtration avec des
liposomes de type Folch (phospholipides de cerveaujes liposomes neutres (POPC), (en
point noir I'a-synucléine, en point blanc les lipides). (Davidstal., 1998)
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Depuis, cette capacité deaisynucléine a reconnaitre des membranes a été
abondamment étudiée. L’'intérét est en effet quie deiison semble bien expliquer le role de
I a-synucléine dans le contréle de vésicules synagsiquar celles-ci ont une tres forte
courbure (rayon estimé de 20nm). Par ailleurségid’équilibre entre différents états ded’
synucléine est une explication plausible des tatientre fonction et pathologie. En effet, le
fonctionnement physiologique de la protéine repmsesur I'équilibre entre la forme
déstructurée en solution et la forme structuréddite sur des vésicules synaptiques. A ce
premier équilibre, qui ressemble a celui dun m&ifPS avec une membrane courbée,
s’ajouterait dans les conditions pathologiques aplatement de la forme déstructurée et
monomérique en solution vers une forme agré@de figure 54). Ce phénoméne est
dépendant des mutations ponctuelles, des duplsatigéniques ou des petits
dysfonctionnements accumulés sur une longue pérniledéemps (les neurones étant des
cellules restant en interphase des décennieg}syucléine forme alors des oligoméres, y
compris sous forme de feuillets beta. Notons mwitro, en solution, &-synucléine est
capable de s’agréger en quelques jours et de fodeerfibrilles visibles en microscopie

électronique

oS biology oS pathology
1 3 / 1
—
PELES
Vesicle-bound Lipid-free -
a-helical wS unfolded S oS protofibril oS fibril
[ ' Amyloid-like
| 2 inclusions

Figure 54 : Equilibre physiologique de di-synucléine entre la forme non structurée en
solution et la forme en hélice liée a des vesic(lgsLa surexpression de la protéine (2) ou
des dysfonctionnements (mutations par exemplep&livent déplacer cet équilibre vers des
agrégats da-synucléine. (Scherzer and Feany, 2004)

Le dichroisme circulaire montre sans ambiglité uesynucléine en présence de
petits liposomes ou de détergents se replie erendlipha. Par contre, la longueur et le
nombre de ces hélices ont été pendant longtempatélss Les mesures de résonance
magnétique nucléaire (RMN) sur des micelles de woddodécylsulfate (SDS) réalisées

depuis de nombreuses années montraient la prédengeux hélices. Deux études récentes,
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du groupe de Jao, par « spin labelling » combingeda spectroscopie RPE (résonance
paramagnétique électronique) sur liposomes soniB@3C/POPS indiquent au contraire une
seule hélice continue (Jao et al., 2004) (Jao .et2808). Il semble en fait que le rayon
extréme des micelles SDS (quelques nanométresdéesl dans les expériences de RMN
conduise a la « cassure » de la protéine sur @ttace bien trop réduite.

Le principe de la méthode de spin-labelling corébira 'EPR est de remplacer
individuellement chacun des résidus d’'une prot§iae une cystéine et d’ajouter sur cette
cystéine un groupement nitroxide. Celui-ci sersdede et permet de faire une spectroscopie
RPE donnant des informations trés précises surofitipn de la sonde par rapport a la
membrane et a I'eau. Les résultats sardynucléine révélent une périodicité assez unigue
des cent premiers résidus de la protéine (cf. éiday). Cette périodicité indique qu’il s’agit
d’'une hélice alpha atypique dite de type 3/11t-@edire que 11 résidus sont nécessaires pour
faire 3 tours d’hélice.
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Figure 55: Accessibilité des difféerents résidus de-$ynucléine a I'eau (point vert) ou a la

membrane (point rouge) (La ligne bleu indique klleur fit dont la périodicité est de 3,67

soit 11 résidus pour 3 tours d’hélices.) Représtmtade I'a-synucléine en hélice 3/11.

Remarquons la conservation spectaculaire de cestanides aminés (glycines, lysines,
thréonines, valines) sur la longueur de I'hélidaq et al., 2008).

L’'analyse de la séquence primaire va de pair fa®données structurales puisque se
succedent ainsi 7 unités de 11 acides aminés switirs) avec un fort taux d’identité (cf.
figure 52). Le pas d'une hélice 3/11 est de 3.6idemcaminés alors qu'une hélice alpha
conventionnelle a un pas de 3.6 acides aminésopar(18 acides aminés donnant 5 tours

d’hélice). La différence peut sembler faible : déhélice alpha classique, la rotation est de
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100 degrés par résidu contre 98 degrés dans leecit®élice 3/11. Cependant, accumulée sur
une longue séquence, cette subtile différence ehdaignement des acides aminés. La
structure 3/11 de k-synucléine montre un alignement de résidus ideagu trés proches
sur toute la longueur de I'hélice. Cet alignemeamipourrait pas exister dans une alpha hélice
ou deux mémes résidus peuvent se situer au minitnemgq tours I'un de l'autre Dans la
figure 55, on note des alignements remarquablesid#ia aminés spécifiques comme par
exemple les glycines, les valines ou encore lasdgsen position interfaciale. Plus surprenant
encore, on remarque l'excellente conservation d’'thetonine au centre de la face
hydrophobe. Or, la thréonine a un caractere andivahdvec d’'une part un groupement
hydroxyle polaire mais également un groupement yigthydrophobe. Notons également
que les résidus acides sont essentiellement desngltes situés en créte de I'hélice. La face
hydrophobe est constituée majoritairement de peggglus hydrophobes, les valines, et un
seul résidu aromatique est présent dans la séqdenrt&lice.

En conclusion, B-synucléine est une hélice amphipathique remargudbl fait de

plusieurs alignements de résidus identiques toldragide I'hélice.

3) a-synucléine exprimée dans un microorganisme

L’équipe de Susan Lindquist a eu l'ingénieuse idé&xprimer l'a—synucléine dans
des cellules eucaryotes dépourvues du gene : daete(Saccharomyces cerevisiae) (Outeiro
and Lindquist, 2003). En effet, si I'essentiel de fonction de k-synucléine repose
directement sur son interaction avec les lipidespeut s’attendre a ce que I'expression de
cette protéine dans une cellule qui en est dépeucamduise a des phénotypes pertinents
notamment pour la localisation membranaire. Patrepsi I'a-synucléine est essentiellement
impliquée dans des interactions protéine/protéihest peu vraisemblable qu’elle puisse
rencontrer des partenaires dans une cellule conamlevure. D’'une fagcon générale, les
observations de Lindquist sont bien en faveur d@le de la-synucléine dans le transport
vésiculaire. La protéine se localise partiellem&md membrane plasmique des levures mais
conduit également a I'accumulation de petites wsgcvisibles en microscopie électronique.

La surexpression engendre d’'importantes pertunhsiti trafic vésiculaire.
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4) Pourquoi comparer GMAP-210 et-synucléine ?

Les protéines GMAP-210 et-synucléine sont impliquées dans le trafic vésicala
respectivement golgien et synaptique. Qui dit wédsicde transport, dit forte courbure
membranaire. L'ALPS de GMAP-210 etnFsynucléine interagissent avec des membranes
courbées. Cependant, les membranes lipidiques ésules sont tres différentes, les unes
proviennent de l'appareil de Golgi, les autres \adri de la membrane plasmiguear
ailleurs, la physicochimie des hélices ALPSxetynucléine sont tres éloignées, pour ne pas
dire opposées : elles sont toutes deux amphipabiqoais leurs faces hydrophobes et

polaires sont tres différentes. Les figures 58aletmontrent sans ambiguité.

Figure 56a: Représentation en hélice alpha de 'ALPS de GN2AB-(haut) et de 33 résidus
de I'a-synucléine (bas) sur leurs longueurs (en jaung,résidus hydrophobes, en rose les
sérines/thréonines, en bleu les résidus basiques ebuge les résidus acides).

Figure 56b: Méme représentation des hélices ALPS (a gauchsynucléine (a droite)
projetées sur un plan
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Notre objectif a été de comparer les propriétédialeon de lb-synucléine et de
'ALPS de GMAP-210 a des liposomes. Bien que beapatfiétudes aient été faites sun-I’
synucléine, aucune n’examinait de facon trés peéldsdépendance a la courbure et a la
composition lipidique. En particulier, aucune répeiiine en fonction de la courbure n’avait
éte faite. L'idée générale qui a motivé notre étddat qu'ayant des physicochimies si
opposées, le motif ALPS etaFsynucléine étaient adaptées a des systéemes \asasul
compléetement différents. En paralléle a notre étidehimique, I'équipe de Cathy Jackson
mene I'étude comparative de GMAP-210 et dedynucléine dans la levure afin de mieux

comprendre les spécificités membranaires de cespletéines.
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B) Résultats

La caractérisation de la liaison de 'ALPS de GMAR) et de ka-synucléine a des
liposomes a été faite a partir de mutants marquéslBD (respectivement M1C et V3C).
Comme nous l'avons vu précédemment, cette techngpeetroscopique nous permet de
quantifier précisément la liaison des protéinesdee membranes et a donc été préférée aux
expériences de flottaison moins précises et plaogues. L'intensité de fluorescence de la
protéine en solution (FO) et en présence de lipesofii) est mesurée puis normalisée (F/FO0).
Ainsi, pour chaque composition, le rapport F/FO regtrésenté en fonction du rayon des
liposomes : un signal de 1 correspondant a unenabsd’interaction. La fluorescence
augmente au maximum d’un facteur 7 poardynucléine et d’'un facteur 5 pour GMAP-210,
ceci est di sans doute au degré différent de @détrde la sonde des deux protéines dans la
membrane. Les mesures comparatives entre GMAP-210 I'@synucléine sont

systématiqguement faites le méme jour avec les mépusomes.

1) Titration de I'a-synucléine et de GMAP-210

Les concentrations de protéines et de liposomiisées lors des mesures ont été
choisies apres des expériences de titration quigitent de définir un rapport protéine/lipides
optimal, c'est-a-dire une surface membranaire sarffe pour lier totalement la protéine

d’intérét lorsque le liposome présente les bonaesatéristiques (courbure, composition).
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Figure 57: Mesures de liaison de d-synucléine (en bleu) et de GMAP-210 (en rouge)
(250nM) en fonction de la concentration de lipossmeniqués (eggPC 40%, POPE 30%
POPS, 30% ; cholestérol/phospholipides 1/5)
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La figure 57 montre deux titrations sur GMAP-210cesynucléine réalisées avec
250nM de protéines et des liposomes soniqués campbs PC 40% (phosphatidylcholine
naturelle origine d’ceuf) de palmitoyl-oléyl-PE 30%almitoyl-oléyl-PS, 30% et de
cholestérol selon un ratio cholestérol/phosphodipid/5. Dans les deux cas, une trés bonne
liaison est observée. Nous utiliserons par la s concentration saturante en liposomes de
150uM pour 250nM de protéines et les seuls parameui changeront seront la nature et/ou

le rayon des liposomes étudiés.

2) Le motif ALPS de GMAP-210 et I'a-synucléine sosénsibles a la courbure

membranaire

Des liposomes constitués de PC 40%, POPE 30%, PIDP& et de cholestérol
(présent selon le ratio 1/5 mol cholestérol / mdlogpholipides) sont soit extrudés
séquentiellement a travers des filtres de polycatedont les pores sont de 200, 100, 50 et
30nm, soit soniqués. Ceci permet d’obtenir unedagmme de rayons (typiquement de 20 a
100nm). La figure 58 montre que la liaison des dprotéines est fortement dépendante du
rayon de courbure. Dans les deux cas, on note gmalsde liaison tres faible sur des
liposomes de rayon supérieur a 60nm. Par contrg, ggs rayons plus petits, on observe une
augmentation trés franche du signal de liaisonohetependant que la réponse a la courbure
de l'a-synucléine semble Iégerement décalée vers desggyas petits. Ce comportement
est intéressant, d-synucléine travaillant sur des vésicules synapgavec un rayon de

I'ordre de 20 nanomeétre alors que le rayon desutes COPI est de I'ordre de 40nm.
T 5 -
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Figure 58 : Mesures de liaison ded‘synucléine (en bleu) et de 'ALPS de GMAP-210 (en
rouge) en fonction du rayon des liposomes sur uamlmnane « classique » (eggPC 40%,
POPE 30% POPS, 30% ; cholestérol/phospholipide} 1/5
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3) Effet de la charge

Dans I'expérience suivante, nous avons remplapédaphatidylsérine (POPS) par de
la phosphatidylcholine synthétique présentant Iémes chaines d’acide gras (POPC). Cette
substitution conduit donc a totalement éliminer lipgdes chargés négativement. Dans ces
conditions, la-synucléine, et la partie N-terminale de GMAP-2E0cemportent de facon
opposée (cf. figure 59). Aucune liaison n’est obéerdans le cas dext-synucléine alors que
I'extrémité N-terminale de GMAP-210 continue a @®r une liaison a la fois significative
et tres dépendante de la courbure. Notons que itluddiachangement de composition
lipidique, nous ne balayons pas exactement la mgamme de rayon (la composition

lipidique a une influence sur la courbure membna)ai

O 20 40 60 80 100 120 0 20 40 &0 80 100 120
Rh {nm) Rh (nm

Figure 59 :Mesures de liaison ded-synucléine (en bleu) et de 'ALPS de GMAP-210 (en
rouge) en fonction du rayon des liposomes selox dempositions membranaires données,
une globalement chargée négativement (eggPC 40%PEPG0% POPS, 30% ;
cholestérol/phospholipides 1/5) (en clair, référerse la figure 58) et une neutre (eggPC
40%, POPC 30% POPE 30% ; cholestérol/phospholipid&$ (foncé).

Dans un deuxieme temps, nous avons effectué desiemces avec des liposomes
contenant différents pourcentages de phosphatiityésécf. figure 60). On remarque que la
liaison de la-synucléine n’est significative qu’au-dela de 20%. A un pourcentage de PS
peu physiologique (40%), la liaison devient extréreat forte méme pour des liposomes

relativement gros.
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Figure 6Q Mesures de liaison ded-synucléine en fonction du rayon des liposomesglens
le pourcentage de phospholipides anioniques (P§IRE 25%, liverPE 35%, DOPS x%,
DOPE 40-x% ; cholestérol/phospholipides %2)

En conclusion, B-synucléine, contrairement a GMAP-210, n’interagiftavec des
membranes fortement chargées. Pour des pourcertagdssphatidylsérine proches de ceux
rencontrés dans la membrane plasmique ou les Wesisynaptiques (30%), la liaison est tres
sensible a la courbure membranaire. La charge est din parametre extrémement

discriminant entre les deux senseurs de courbunghramaire.

4) Effet de la géométrie des lipides

Dans un fond lipidique constitué de 40% eggPC, 3Ep» 30% PS et de cholestérol
(rapport cholestérol/phospholipides 1/5 mol), oldr&hangement de rayon, nous avons fait
varier les chaines latérales de la phosphatidyleéet phosphatidyléthanolamine. Les
phospholipides possédant un palmitate et un ot##tété comparés a ceux possedant soit les
deux acides gras saturés (myristate), soit les deiabes gras insaturés (oléate). Nous n'avons
pu utiliser de phospholipides dipalmitoyl en raista leur température de fusion bien au
dessus de la température de nos mesures. Le ngestia’acide gras saturé possédant la plus
longue chaine carbonée a I'état fluide a tempéeaombiante. Les phospholipides dimyristoyl
et dioléyl ont un effet opposé sur le « packingeslalmembrane, les premiers conduisent a un
« packing » trés serré, les deuxiemes par leur dogaonique engendrent des défauts
importants.

Le remplacement des phospholipides palmitate-®léat dimyristate a un effet trés

négatif sur la liaison a la fois deaklsynucléine et de GMAP-210, y compris sur les
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membranes trés courbées (soniquées) (cf. figure Alljinverse, le passage de lipides
palmitate-oléate en dioléate favorise fortemenlideson des deux protéines, ce qui a pour
effet de réduire fortement la sensibilité a la towe. Notons quand méme de légeres
différences entre di-synucléine et I'extrémité N-terminale de GMAP-21l&d réponse a la
courbure de bi-synucléine apparait toujours légerement décalég de plus petits rayons
que dans le cas de GMAP-210. Malgre la forte difiée de physicochimie, notamment dans
la face hydrophobe, les deux protéines apparaissetds deux tres sensibles a la nature des

chaines d’acides gras, et donc vraisemblablementpacking » des lipides.
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Figure 61 :Mesures de liaison ded-synucléine et de 'ALPS de GMAP-210 en fonction du
rayon des liposomes (eggPC 40%, PE 30% PS, 30%lestérol/phospholipides 1/5) selon
I'insaturation des phospholipides PE et PS : dibl@O) (losanges), palmitoyl-oléyl (PO)
(ronds, référence de la figure 58), dimyristate (Dliangles)

Certaines publications suggéraient quedynucléine reconnaissait spécifiquement la
charge négative de la phosphatidylsérine et la gétendes chaines grasses de ce lipide.
Cette hypothése était intéressante, compte terla geysicochimie atypique de la protéine.
Pour tester cette hypothese, nous avons companré membranes présentant le méme
« packing » global et la méme charge globale ots myoans interverti les tétes polaires et les
acides gras. L'une des préparations de liposometeicait du DOPE et du DMPS alors que la

seconde contenait du DMPE et du DOPS.
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La réponse de di-synucléine est la méme sur les deux types dedipes, ce qui
démontre I'indépendance entre la charge négatilee reiture des chaines grasses portées par

la phosphatidylsérine (cf. figure 62).d-synucléine est sensible au « packing » globakde |

membrane.
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Figure 62: Mesures de liaison ded-synucléine en fonction du rayon des liposomesisar
membrane eggPC 40%, PE 30% PS, 30% ; cholestéadfptolipides 1/5. Le « packing »
global de la membrane est conservé: DOPE et DMPSh@r) versus DMPE et DOPS (en

gris)

5) Phospholipides polyinsaturés et cholestérol

Les membranes synaptiques présentent 50 % de lpfigsges polyinsaturés. Cette
polyinsaturation concerne quasiment exclusivememt phosphatidylsérine et la
phosphatidyléthanolamine. Par ailleurs, ces mendsracontiennent un taux élevé de
cholestérol avec un rapport molaire phospholipaleséstérol de 1/1 (Takamori et al., 2006).
La structure des acides gras polyinsaturés (omggas la membrane est mal connue. Du
fait de leur longueur (22 carbones) et de leurdipiab insaturations (6), ils semblent repliés
sur eux-mémes (Glomset, 2006). Cette conformaiimgusere pourrait favoriser la liaison de
I'a-synucléine possédant de petits acides aminés flydbes et géner la liaison de I'ALPS
de GMAP-210. Cette hypothése était renforcée paraimde montrant la dépendance de I’
synucléine a la phosphatidylsérine constituée deainels grasses stéarique et
docosahexanoiquew(3). Notons que le fond lipidique est curieux avet tiers de

sphingomyéline, un tiers de phosphatidylsérinendiers de cholestérol. (Kubo et al., 2005).
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Le remplacement des chaines palmitoyl-oléyl en arsi@d-w3de Ila
phosphatidyléthanolamine et de la phosphatidylséanun effet modeste sur la liaison de
GMAP-210 et de bi-synucléine (cf. figure 63). Contrairement a ndtypothése, GMAP-210
reste capable de se lier a de telles membranediaisan de GMAP-210 est faiblement
diminuée dans ce contexte polyinsaturé alors glie de I'a-synucléine est tres légerement
ameéliorée. Remarquons que pour un rayon proche Oen4correspondant a celui des
vésicules COPI, la liaison de GMAP-210 est trésiéaet inchangée pourd-synucléine. De
la méme facon, pour un rayon de 20nm corresporaaaiui des vésicules synaptiques, la
liaison de lta-synucléine est meilleure alors que celle de GMAB-@st réduite. Pour affiner
ce résultat, j'ai comparé les courbes de titraiondes liposomes soniqués polyinsaturés ou
non de chacune des deux protéines. Ces expérigmaesmontrées) semblent confirmer la

meilleure adaptation ded*synucléine aux membranes polyinsaturées que GMKPR-2
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Figure 63: Mesures de liaison ded-synucléine (en bleu) et de 'ALPS de GMAP-210 (en
rouge) en fonction du rayon des liposomes de typgP€ 40%, PE 30% PS, 30%;
cholestérol/phospholipides 1/5. La phosphatidyléttamine et la phosphatidylsérine ont des
chaines grasses palmitoyl-oléyl (clair, référenedal figure 58) ou stéarolyd8 (foncé).

L’effet des polyinsaturés semble donc modestepdde alors la question des résultats
obtenus par Kubo et al. montrant que dans des naredrconstituées de phosphatidylsérine
(33%), sphingomyeéline (33%), et de cholestérol (BB#-synucléine ne se lie que lorsque la
phosphatidylsérine est polyinsaturée. Bien queolaposition lipidique de ces membranes
nous apparaissait surprenante, jai refait I'exgrdge tant en fluorescence NBD qu’en
flottaison et n'ai pu reproduire leurs résultatsr(rmontré). La liaison ded-synucléine a des
liposomes courbés ne dépend pas de la polyinsatrates chaines grasses de la
phosphatidylsérine. La liaison est, par ailleurs,eilleure en présence de

dioléylphosphatidylsérine. Ce résultat est en adtgpu avec la sensibilité au « packing » que
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nous avons montrée. Néanmoins, il est difficilexgleyuer la différence entre les résultats

publiés et les notres.

En conclusion, cette étude comparative entre fadiion de GMAP-210 et ded-
synucléine avec des membranes de rayon définiraipele montrer que ces protéines sont
toutes deux de tres bons senseurs de la courbumbraeaire. En dépit de leur physicochimie
tres différente, leur liaison aux membranes requierfort rayon de courbure. Le maximum
de liaison de Bi-synucléine est sur des liposomes soniqués de afmmayon alors que
I'ALPS se lie totalement sur des liposomes extrudl@80nm de rayon. Nous pouvons noter
gu’elles semblent donc adaptées a la courbure égsules sur lesquelles elles fonctionnent,
les vésicules synaptiques et golgiennes ont raspewnt des rayons de 20 et 35nm.

L’a-synucléine est strictement dépendante de la présefun taux élevé de
phospholipides anioniques dans les membranes. Haurs il semble que tous les
phospholipides anioniques ne contribuent pas dedme facon a la liaison de la protéine.
Ainsi, j'ai pu mesurer que la présence de deux phalfpides anioniques trés différents en
terme de volume de téte polaire, I'acide phosphtal (petite téte) et le phosphatidylglycérol
(téte volumineuse), n'a pas le méme effet surdmsdin de la protéine (non montré). L’'acide
phosphatidique est bien plus favorable que le phetsgylglycérol. Les phosphoinositides de
I'appareil de Golgi avec le volumineux inositol sent donc probablement pas adaptésia I
synucléine. A la différence deoFsynucléine, GMAP-210 ne nécessite pas de phosptes
chargés négativement. Par contre, en dépit d'uneteséquence acide en aval du motif
ALPS de GMAP-210, un taux important de charges tidgmne semble pas interférer avec la
liaison de I'extrémité N-terminale GMAP-210 auxdgomes.

La modification du « packing » de la membrane lpdilisation de lipides coniques
(phospholipides dioléyl) diminue la dépendance éolarbure des deux protéines. Ces lipides
coniques créent des espaces dans la membraneafdcllinteraction des deux hélices. A
l'inverse, des lipides tres compacts comme desptwpides dimyristoyl génent la liaison
de l'a-synucléine et de GMAP-210. L'une des hypothesei @tie la physicochimie deol
synucléine (face hydrophobe composée de petitesenhinés hydrophobes et de thréonines,
face polaire zwitterionique) pourrait étre adapaéla lipidomique singuliére de la vésicule
synaptique (fortement polyinsaturée et riche eslagiérol). De plus, plusieurs étudessivo

ont montré un lien entred-synucléine, le transport vésiculaire et le métabw lipidique
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des acides gras oméga-3 (Kitajka et al., 2004) Bedalya et al., 2009). Les résultats ont été
assez décevants, l'effet des polyinsaturés suialaoh de la-synucléine semble subtil,

I'étude devra étre poursuivie.

C) Questions sur les hélices amphipathiques

Motifs ALPS de GMAP-210 et spécificité membranaire

Une question importante non résolue a ce jourdestomprendre la spécificité de
I'interaction des motifs ALPS de GMAP-210 vis-a-dss membranes courbées de différente
nature. Autrement dit, pourquoi GMAP-210 seilievivo sur des vésicules golgiennes et non
pas sur des vésicules dérivées de la membraneipglasm Autant, k-synucléine par sa tres
nette dépendance a la charge négative des memprenpsut interagir avec les membranes
peu chargées des compartiments de la voie séerétairtant, nous n'avons pas trouvé les
parametres lipidiques contrélant négativementdsdn de GMAP-210 avec les membranes
synaptiques. Une piste intéressante pourrait nmaglénnée par les études de Cathy Jackson.
En effet, elle montre trées nettement que la suesgion dans la levure de I'extrémité N-
terminale de GMAP-210 et deoFsynucléine conduit a 'accumulation de vésiculesigine
tres difféerente. Une étude lipidomique des amasvélEcules piégées par ces protéines
pourraient nous donner la composition des membradm@ss ne pouvons exclure que, par une
synergie d’interactions, des protéines associérs/@sicules golgiennes puissent restreindre
I'interaction avec GMAP-210 ou encore que lI'ancrdgda corde via son domaine C-terminal

sur les citernes golgiennes limite son expositiaxseules vésicules golgiennes.

Physicochimie de #i-synucléine et sensibilité a la courbure

Nous savons que les motifs ALPS sont senseurs odebure en raison de la
physicochimie atypique de la face polaire de Itelamphipathique. En revanche, nous
n‘avons pas démontré pourquoodsynucléine, hélice amphipathique possédant une fac
polaire zwittérionique, est un si bon senseur dertmore membranaire. D’'une fagon plus
générale, pourquoi des hélices amphipathiques d4o0éd sensibles a la courbure
membranaire ? Une hypothese réaliste est de dadadinison a des membranes courbées est
la conséquence de défauts dans I'hélice. Ainsi. P& sans résidus basiques ne peut interagir

électrostatiquement avec les membranes. L’'observain détail de I'étude deokFsynucléine

99



nous conduit a soupg¢onner non pas la face polatis la face hydrophobe caractérisée par
des valines et des thréonines. Les valines sorddiees aminés présentant la chaine latérale
la plus courte avec les alanines. Or, nous savaadagmutation de résidus hydrophobes en
alanines a des effets négatifs sur la liaison éiisds amphipathiques. Il serait intéressant de
remplacer certaines valines en leucines qui santé@gdus plus fréquemment rencontrés dans
les hélices amphipathiques voire méme en résicimaiques comme la phénylalanine. Sans
conteste, le plus intriguant est la rangée de wédiydroxylés, les thréonines, au centre de la
face hydrophobe. J'ai construit un mutant a@edynucléine dans lequel jai substitué toutes
les thréonines par des résidus hydrophobes. Fautnps, je n'ai pu le caractériser. Enfin, la
périodicité originale (3/11) ded-synucléine pourrait étre impliquée dans la selitgba la
courbure de la protéine. Il est intéressant de tatersque cette périodicité est également
retrouvée dans les apolipoprotéines. Les apoligépres sont de longues hélices englobant
des particules lipidigues d’'une dizaine de nanoesette diamétre dont la surface est une
monocouche de phospholipides. De la méme manied qitsynucléine, des motifs de 11
acides aminés (et également de 22) sont répétés ldaséquence des apolipoprotéines.
L’étude de Jao suggéere que I'hélice de-dynucléine, en raison des décalages des liaisons
hydrogenes dus a sa périodicité, n’est pas linéaiegs courbe et donc présente une

adaptation géomeétrique adaptée a des vesicules.

Physicochimie de différentes hélices amphipathiques
Le répertoire des hélices amphipathiques esvaste. Nous avons vu essentiellement
des hélices amphipathiques de protéines humaieentlurai cette partie avec trois hélices

amphipathiques originale présentes dans la bacttria levure (cf. figure 64).

Figure 64: Représentation des hélices amphipathiques destipest SpoVM et divIVA
présentes dans Bacillus subtilis et de la prot&pe20 présente dans la levure.
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Des hélices amphipathiques gouvernent la distabhule protéines périmembranaires
dans la bactérie. C’est ainsi que la protéine Spa@éhspécifiguement recrutée sur les spores,
larges structures endomembranaires d’environ lundig@étre dérivées de la membrane
plasmique, de Bacillus subtilis. L'interaction reposur une hélice amphipathique de 26
résidus qui reconnait la courbure de la spore (Raumtdi et al., 2009). L’hélice
amphipathique contient une proline, résidu tresd@iable a la structure en hélice. Pourtant,
cette proline s’avere trés importante. Sa mutagioralanine abolit le recrutement spécifique
de cette protéine a la surface de la membrane dpdee. La protéine devient également
localisée au niveau de la membrane plasmique. Diele® de liaisomn vitro sur liposomes
montrent que la distribution de la protéine en fmmcdu diametre des liposomes est déplacée
de 2 a 8um lorsque la proline est mutée. Le méeenide reconnaissance de la (faible)
courbure membranaire de la spore est a élucidgrasiculier le réle de cette proline.

Une autre protéine, présente dans Bacillus ssibtipppelée DivIVA est impliquée
dans la division cellulaire. La protéine est logé au niveau de la membrane en cours de
cytokinése et au niveau des poles, c'est-a-direntEsbranes courbées et présentant une
courbure négative. La liaison aux membranes dépanmtk hélice amphipathique conservée
dans les différentes souches bactériennes doaté&gdolaire zwitterionique est inversee, les
résidus acides sont a l'interface, les résidusgoasi sont en créte. Le mécanisme est
également a découvrir. (Lenarcic et al., 2009) (Ranorthi and Losick, 2009)

Dans la levure, Spo20 est une protéine SNARE Blenail’acide phosphatidique (Liu
et al.,, 2007) La reconnaissance de ce phospholipide repose Bsar aourte hélice
amphipathique (5 tours d’hélice) avec une face tylobe réduite et une grande face polaire
riche en résidus basiques et possédant trois inisidLe mécanisme est inconnu a ce jour.
Assurément, de nombreuses investigations devromtin&nées afin de mieux comprendre la

physicochimie des hélices amphipathiques et ledaptations aux membranes lipidiques.
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VIII) Conclusion

Au cours de cette these, je me suis intéresséara pi®téines humaines impliquées
dans le trafic vésiculaire. GMAP-210 est une condeléculaire localisée au niveau de
'appareil de Golgi. La-synucléine est une protéine localisée au niveas \dsicules
synaptiques. Ces deux protéines contiennent taieies une hélice amphipathique senseur de
la courbure membranaire. Ces hélices présententhmmdas des physicochimies tres
différentes. La longue hélice deatsynucléine a la particularité d’avoir une face g
hydrophobe composée de petits résidus et de tm&omt une face polaire zwitterionique
avec des lysines interfaciales. GMAP-210 contiesb extrémité N-terminale une hélice de
type ALPS caractérisée par I'abondance de résidusokylés et I'absence de résidus
basiques dans la face polaire. En dépit des dift&® importantes de physicochimie et
hormis la stricte dépendance de-Bynucléine a la charge négative des membranes, les
mesuresn vitro ont montré des propriétés de liaison assez siedales deux protéines. Les
résultats devront étre affinés, en particulier cporant sur la liaison de GMAP-210 et de
I'a-synucléine a des membranes fortement polyinsaturée

L'autre extrémité de GMAP-210 interagit avec Arfll& Cette interaction est
contrdlée négativement et indirectement par la lnaer membranaire. En effet, ArfGAP1
rend stable l'interaction du complexe uniguementdes membranes planes. Par ses deux
extréemités aux propriétés bien distinctes, GMAP-2Hlie des membranes courbées
(vésicules) a des membranes planes (citerneske Cetinexion hétérotypique de membranes
dépend de quatre types d’hélices amphipathiquesndtif ALPS a I'extrémité N-terminale,
I'hélice en aval du domaine C-terminal de liaisare@ ArfLGTP, I'hélice amphipathique
myristylée d’Arfl et enfin les motifs ALPS d’ArfGAR L’'accompagnement de vésicules par
GMAP-210 semble étre un processus tres dynamiquéand I'extrémité C-terminale est
ancrée durablement sur les membranes recouverfgfl dautant I'extrémité N-terminale

semble se lier tres transitoirement aux vésicudeahsport.

Les hélices amphipathiques sont des structuregigues tres simples mais la
diversité de leur physicochimie suggere une adaptatemarquable aux différentes
membranes. L'interface lipides/hélices est tres mlewe et de nombreuses subtilités nous

échappent encore, tant au niveau de la biochinsehdices que de la cartographie lipidique
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des membranes. L'utilisation conjointe de plusieapproches expérimentales comme la
biochimie, la bioinformatique (recherche ciblée aites, analyse a haute résolution des
interactions atomiques entre protéines et lipiée$a biologie cellulaire permettra sans doute

de mieux comprendre ce dialogue subtil entre |pieleprotéines.
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Liste des abréviations

ALPS : amphipathic lipid packing sensor
ArfGAP : Arf GTPase activating protein
ARNO : Arfl nucleotide site opener

ATP : adenosine triphosphate

CCT : CTP-phosphocholine cytidyltransferase
COPI : coat protein |

CORPII : coat protein Il

FRET : fluorescence resonance energy transfer
GDP : guanosine diphosphate

GRAB : GRIRrelated Arfbinding

GTP : guanosine triphosphate

GST : Glutathione S-transferase

PC : phosphatidylcholine

PH : pleckstrin homology

PE : phosphatidyléthanolamine

Pl : phosphatidylinositol

PI3P : phosphatidylinositol-3-phosphate
P14,5R : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
PS : phosphatidylsérine

SDS : sodium dodécylsulfate
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Liste des figures
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To demonstrate the phosphorylation of this
residue in intact cells and in vivo, we generated a
specific antibody (Ab) to a mouse phospho-
Ser*®® GSK3p peptide. A band corresponding to
GSK3B was detected with this Ab in WT and
GSK30 "~ embryonic stem (ES) cells, but not in
the GSK3B '~ ES cells by Western blot analysis
(Fig. 4A). This specific band was also present in
GSK3B™"™ ES cells transfected with a WT
GSK3pB, but not with a GSK3-S**°A mutant
(Fig. 4B). Phospho-Ser’®® GSK3p was detected
in mouse GSK3B-transfected 293T cells, but only
if active MKK6 was present (Fig. 4C). The pres-
ence of the phospho-Ser*® GSK38 in these cells
correlated with an increased amount of B-catenin
(Fig. 4C), which is indicative of an inhibition of
GSK3 activity. Ser*-phosphorylation was also
detected in WT GSK3B, but not the GSK3p-S**A
mutant after in vitro incubation with activated
p38 MAPK (fig. S9). Phosphatase treatment of
GSK3p previously incubated with activated p38
MAPK abrogated its recognition by the phospho-
Ser’® Ab (fig. S9). Together, these results show
the specificity of this Ab for phospho-S**° GSK3p
and the phosphorylation of GSK3p at $** by p38
MAPK in vitro.

To determine whether activation of p38
MAPK was required for phosphorylation of
GSK3p at Ser’® in intact cells, we treated mouse
GSK3p-transfected 293T cells with SB203580.
The inhibition of p38 MAPK abrogated the
phosphorylation of Ser*®® (Fig. 4D). Similarly,
treatment with SB203580 inhibited phosphoryl-
ation of endogenous GSK3p at Ser’™ in WT
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) and ES cells
(Fig. 4E). We also examined phospho-Ser’®’
abundance in MEFs deficient for the major
upstream activators of p38 MAPK, MKK3, and
MKKG6 (23). Phospho-Ser’® was barely detect-
able in MKK3 MKK6 '~ MEFs (Fig. 4F). In
contrast, the amounts of phospho-Ser’ were
comparable in WT and MKK3 " "MKK6 "~ MEFs
(Fig. 4F). Thus, activation of p38 MAPK appears
to be required for the phosphorylation of GSK33
at Ser™. Inhibition of p38 MAPK by either
SB203580 (Fig. 4D) or the absence of MKK3 and
MKKG6 (Fig. 4F) also decreased the amount of
B-catenin, consistent with the possibility that p38
MAPK activation is required for repressing
GSK3p activity.

We also examined phospho-Ser®® in different
mouse tissues. A high amount of phospho-S*%°
was detected in the brain, and lesser amounts
were detected in thymocytes and spleen cells (Fig.
4G). Phospho-Ser’®® was not detected in the
kidney (Fig. 4G), liver, or heart (fig. S10). Phos-
phorylation of GSK3p at Ser” was detected in
practically all of the examined tissues (Fig. 4G).
Analysis of the relative abundance of phospho-
$**? and phospho-S° showed a predominance of
the former in the brain and thymocytes (Fig. 4G),
which correlated with the selective high activation
of p38 MAPK in these tissues (fig. S11). In-
hibition of p38 MAPK by treating animals with
SB203580 reduced the levels of phospho-Ser*®

GSK3p in both thymocytes and the brain (Fig.
4H). Analysis of phospho-Ser’® in MKK6 and
Rag "~ thymocytes showed that phospho-S**
GSK3p was present selectively in MKK6 thy-
mocytes (Fig. 41). Together, these results support
our proposal that GSK3p is phosphorylated at
S*? in vivo by p38 MAPK and that this al-
ternative regulatory mechanism of GSK3f is
tissue-specific.

To date, phosphorylation at Ser” by Akt is the
best-characterized mechanism for the inhibition
of GSK3p activity. However, knockin mice in
which Ser” was replaced by Ala have only a
subtle defect related to insulin regulation of
glycogen synthase in their skeletal muscle tissue
(24), indicating that alternative mechanisms may
be involved in the negative regulation of GSK38
for certain functions. We propose that the
phosphorylation of GSK3p at S** by p38
MAPK may be one such mechanism. Conditions
that promote the activation of p38 MAPK pro-
mote the accumulation of B-catenin in certain
scenarios; thus, the activation of the p38 MAPK
pathway could be an alternative mechanism to
regulate B-catenin/T cell factor signaling (and,
potentially, cell survival) through the inactivation
of GSK38.
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Asymmetric Tethering of Flat and
Curved Lipid Membranes by a Golgin

Guillaume Drin,* Vincent Morello," Jean-Francois Casella,”

Pierre Gounon,? Bruno Antonny’*

Golgins, long stringlike proteins, tether cisternae and transport vesicles at the Golgi apparatus.
We examined the attachment of golgin GMAP-210 to lipid membranes. GMAP-210 connected
highly curved liposomes to flatter ones. This asymmetric tethering relied on motifs that

sensed membrane curvature both in the N terminus of GMAP-210 and in ArfGAP1, which
controlled the interaction of the C terminus of GMAP-210 with the small guanine nucleotide—
binding protein Arfl. Because membrane curvature constantly changes during vesicular trafficking,
this mode of tethering suggests a way to maintain the Golgi architecture without compromising

membrane flow.

ture despite the intense flux of membrane

that passes through it (/, 2). Golgins, which
probably correspond to molecular strings ob-
served by electron microscopy (3), contribute to
this architecture by tethering membranes thanks
to their coiled-coil structure, up to 200 nm in
length (4). Some golgins link specific transport
vesicles to cisternae and may restrict their dif-
fusion (5). But because vesicles bud and fuse

The Golgi apparatus has a stable architec-

within minutes there must be regulatory mech-
anisms to promote and disrupt these links within
the same time scale. We studied human golgin
GMAP-210. This protein is located at the cis
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Golgi, and its overexpression induces the for-
mation of clusters of small vesicles (radius, R =~
30 nm) at the expense of the Golgi (6, 7).

The first 38 residues of GMAP-210 form an
ALPS (amphipathic lipid-packing sensor) motif,
a lipid-binding module that is remarkably sen-
sitive to membrane curvature (8). Soluble and un-
folded in the presence of weakly curved liposomes
(R > 100 nm), ALPS motifs form an amphi-
pathic a helix at the surface of small liposomes
(R <50 nm) (8, 9). Through this motif, GMAP-
210 could trap small transport vesicles. On its C
terminus, GMAP-210 is predicted to contain a
GRAB (GRIP-related Arf binding) domain that
may interact with the small guanine nucleotide—

binding protein Arfl in the guanosine 5'-
triphosphate (GTP) state (/0). We reasoned that
this putative interaction may be stable only on
flat membranes because ArfGAP1, a guanosine
triphosphatase (GTPase) activating protein for
Arfl at the Golgi, contains two ALPS motifs,
making its activity exquisitely dependent on
membrane curvature (9, 11, 12). Thus, the pres-
ence of ALPS motifs both in GMAP-210 and
in ArfGAPI suggests an asymmetric mode of
tethering between flat and curved membranes
(Fig. 1A). In vivo, this tethering would be ideal-
ly suited to confine vesicles in the vicinity of flat
cisternae. Moreover tethering should be disrupted
as soon as one of the two membranes lost its
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Ry b ... fadius < 50 nm
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Fig. 1. Membrane attachment of the two ends of GMAP-210. (A) With its N-terminal ALPS motif and its
C-terminal GRAB domain, GMAP-210 could connect small vesicles to membranes containing Arf1GTP.
The former interaction is stable only on curved membranes (8), whereas the latter should be stable only
on flat membranes because ArfGAP1 contains ALPS motifs and is very active on curved membranes. (B)
Domain organization of GMAP-210 and scheme of the constructs (24). (€) GMAP( gt OF GMAPC 1ong
(0.5 uM) was incubated with liposomes (0.5 mM lipids, R = 115 = 51 nm), with Arf1 (1 uM), and with
GDP or GTP (66 M) at 1 uM free Mg*. The liposomes were recovered by flotation and bound proteins
were analyzed by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis. (D) NBD fluorescence assay. The cuvette
contained liposomes (0.2 mM lipids, R = 42 + 8 nm), “*°GMAP(_igr, (0.125 M), and Arf1GDP (0.75 pM).
When indicated, GTP (10 uM) was added, and nucleotide exchange was promoted by lowering
temporally the concentration of free Mg®*. Thereafter ArfGAP1 or ArfGAP3 (0.1 uM) was added. (E)
Effect of membrane curvature. (Top) Same as in (D) with liposomes of different radius. (Bottom) Rate of
NBDGMAPC_long dissociation versus liposome radius as determined from two independent experiments.
(F) Opposite effect of membrane curvature on the N and C termini of GMAP-210. GMAP(. o,y Was
incubated with the liposomes and with Arf1 and GTP as in (C) followed by 3-min incubation with 0.1 uM
ArfGAP1. GMAPy was simply mixed with the liposomes.
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identity: that is, when the vesicle becomes flat
by membrane fusion or when the cisternae be-
comes curved by budding. Thus, GMAP-210
could readily recycle such as to be always prop-
erly orientated.

Interaction between the GRAB domain of
GMAP-210 and a soluble form of ArflGTP has
not been observed (/0). Because Arfl interacts
with its partners at the surface of lipid mem-
branes, we reassessed its interaction with GMAP-
210 in the presence of liposomes. Two truncated
forms of GMAP-210 (GMAPc_ghort contained
amino acids 1597 to 1830 and GMAP( iy, in-
cluded amino acids 1597 to 1843) were used
(Fig. 1B and table S1). Both included part of the
coiled-coil region and the GRAB domain, but
the longer construct contained a short pre-
dicted amphipathic helix downstream from the
GRAB domain. These constructs were incu-
bated with liposomes in the presence of Arfl,
and liposome-bound proteins were recovered
by flotation. Arfl GTP but not ArflGDP efficient-
ly recruited GMAP( jong to the liposomes (Fig.
1C). No recruitment by ArflGTP was observed
for GMAP( g Or When GMAP(,,, carried the
Leu'”™ — Ala'™ (L1783A) mutation (Fig. 1C
and fig. S1). This mutation eliminates the Golgi
localization of the C-terminal region of GMAP-
210, and the cognate residue in the GRIP do-
main is critical for the interaction with ArllGTP
(10). Thus, in the same way as the GRIP do-
main (13, /4), the GRAB domain may interact
simultaneously with the lipid membrane through
its amphipathic helix and with ArflGTP (Fig. 1A).
To test this, we attached a membrane-sensitive
fluorescent probe (NBD) to this helix via a cys-
teine mutation (fig. S2, A to C). Guanosine di-
phosphate (GDP)-to—GTP exchange on Arfl
promoted an increase and a blue shift in the
fluorescence of NBDGMAPC_Iong, suggesting that
the amphipathic helix of the GRAB domain
contacted the liposome surface (Fig. 1D and fig.
S3, A to D). The kinetics of the NBD fluores-
cence change matched the time course of Arfl
activation, and its amplitude varied with Arfl
concentration in a manner suggesting a stoichi-
ometric interaction between the two proteins
(fig. S3B).

Two GTPase activating proteins for Arfl,
ArfGAP1, and ArfGAP3 (Geslp and Glo3p in
yeast) are localized at the cis Golgi (/5) and
are candidates for promoting GTP hydrolysis
in the ArflGTP-GRAB domain complex. To
test this, we took advantage of the fluores-
cence signal associated with the translocation
of "®PGMAP( jone. ArfGAP1 reversed the NBD
signal within minutes, whereas ArfGAP3 had al-
most no effect (Fig. 1D). This observation fits with
the idea that ArfGAP1/Geslp can act on several
Arf/Arl-effector complexes at the Golgi, including
complexes with golgins, whereas ArfGAP3/Glo3p
is more specific to the Arfl-coatomer complex
(16-18). Because the activity of ArfGAP1 is strong-
ly dependent on membrane curvature owing to its
ALPS motifs (9, 12), we asked whether ArfGAP1
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retained this feature when it promoted GTP hy-
drolysis in the ArflGTP-GMAP( 5, complex.
Reducing liposome size from 100 to 35 nm ac-
celerated 100-fold the dissociation of the complex
triggered by ArfGAP1 (Fig. 1E). This response
resembles that observed on liposomes covered
solely by ArflGTP or by ArflGTP in complex
with coatomer (/7). Thus, if the ArflGTP-GRAB
domain complex is not sensitive to membrane
curvature per se, the control of its attachment by
ArfGAP1 creates sensitivity to membrane cur-
vature opposite to that of the N terminus. In lipo-
some binding experiments, the N-terminal region
of GMAP-210 (GMAPy included amino acids
1 to 375) bound preferentially to small liposomes,
whereas the complex between the C-terminal
region (GMAP(_jone) and ArflGTP was stable,
in the presence of ArfGAPI, only on large
liposomes (Fig. 1F).

Having defined simple rules for the mem-
brane attachment of the two ends of GMAP-210,
we wished to reconstitute its tethering activity
on liposomes. Because full-length GMAP-210
was difficult to express in E. coli and poorly sol-
uble, we used a shorter construct, miniGMAP,
made by fusing GMAPy and GMAP( o (Fig.

A
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Fig. 2. Liposome tethering induced by miniGMAP. (A) Small liposomes (R =
32 + 9 nm, 50 uM accessible lipids) covered or not with Arf1GTP (0.25 uM)
were mixed with miniGMAP, miniGMAPnps, or GMAPy (0.125 pM). Liposome
aggregation was followed by DLS. (Left) Mean radius and polydispersity (shaded
area) over time. (Right) Size distribution before (yellow bars) and after (blue
bars) the reaction. (B) Electron micrographs of negatively stained small lipo-
somes (R = 38 + 9 nm) covered with Arf1GTP and incubated or not with
miniGMAP as in (A). (C) Two populations of liposomes (small, R = 36 = 7 nm;
large, R = 143 + 45 nm; 25 uM accessible lipids each) and either covered or not
with Arf1GTP (0.25 uM) were mixed. Then 0.125 uM miniGMAP was quickly
added, and liposome aggregation was followed by DLS. Thereafter, AfGAP1 or
the 4K; mutant was added at 0.25 uM. Yellow bars indicate initial size dis-
tribution; blue bars, size distribution after aggregation; and red or green bars,
final size distribution after ArfGAP1 or 4K; respectively, addition. (D) Typical
assembly of large (L) liposomes (R = 144 + 55 nm; 25 uM accessible lipids)

1B). MiniGMAP contained the ALPS motif, one-
third of the coiled-coil region, and the GRAB
domain with its amphipathic helix. When over-
expressed in HeLa cells, this construct affected
the Golgi morphology in a manner similar to that
of the full-length form (figs. S4 and S5). We as-
sessed the effect of miniGMAP on a homogeneous
population of liposomes. Dynamic light scatter-
ing (DLS) and electron microscopy (EM) were
used to detect liposome aggregation. MiniGMAP
caused small liposomes (R = 32 £ 9 nm) covered
with ArflGTP to assemble in large aggregates
(0.5 to 1 um) within minutes (Fig. 2, A and B,
and fig. S6). In contrast, almost no aggregation
was observed for liposomes devoid of ArflGTP
or when miniGMAP lacked the ALPS motif (Fig.
2A and fig. S7). Liposome aggregation also di-
minished when vesicle size increased (see below).
Thus, the tethering activity of GMAP-210 relies
both on its ALPS motif and on the interaction of
its GRAB domain with ArflGTP. Tethering was
very efficient: Liposomes aggregated with only
25 nM miniGMAP (fig. S6), a concentration 10-
to 100-fold lower than those in other tethering
reactions reconstituted with proteins and lipo-
somes (19, 20). This corresponds to 10 to 15

Cc

mall lip
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o

small lip
MGMAP 4

400 nm

covered with 0.125 uM Arf1GTP after incubation with 62.5 nM miniGMAP and
with small (s) naked liposomes (R = 41 + 16 nm; 50 uM accessible lipids). See
figs. S6 to S9 for supplementary data and gallery of electron micrographs.

small lip(Arf1GTP)
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copies of miniGMAP per liposome (table S2),
a density similar to what is used to artificially
dock liposomes through complementary DNA
molecules (21).

Next, we conducted experiments in which two
populations of liposomes of defined size were
mixed: one covered with ArflGTP and one devoid
of Arfl (Fig. 2C). Both were used at the same
concentration of accessible lipids. Shortly after
liposome mixing, miniGMAP was added, and
aggregation was followed. Lastly, ArfGAP1 was
added to test the resistance of the liposome ag-
gregates. Strong aggregation was observed for
two mixtures: those containing small naked lipo-
somes and small liposomes covered with ArflGTP
and those containing small naked liposomes and
large liposomes covered with ArflGTP (Fig.
2C). In contrast, the aggregation signal was much
weaker when both liposome populations were of
large size (fig. S8). Thus for membrane aggre-
gation to occur, the presence of highly curved
membranes and of membrane-bound Arfl GTP is
required (Fig. 2A), but these two determinants
do not need to be on the same liposome.

The asymmetric and the symmetric tethering
geometries differed in their sensitivity to ArfGAP1.
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The majority of the aggregates formed in mixture
containing only small liposomes disassembled
within minutes upon ArfGAP1 addition, whereas
those formed by large liposomes covered with
ArfIGTP and small naked liposomes were re-
sistant (Fig. 2C). In the latter case, we observed
disassembly when we used a mutant of ArfGAP1
(4K;) that displays more avidity to flat mem-
branes than the wild-type form owing to specific
mutations in its ALPS motif (8). Thus, ArfGAP1
through its ALPS motif is capable of selectively
disrupting miniGMAP-induced tethering accord-
ing to the curvature of the membrane on which
ArfIGTP anchors the GRAB domain. The fact
that ArfGAP1 or the 4K; mutant can reverse li-
posome aggregation suggests that no substantial
membrane fusion occurred during tethering. EM
analysis of incubations conducted with small
naked liposomes and large liposomes supple-
mented with ArflGTP revealed the formation
of clusters containing a few large liposomes and
many small liposomes, the latter forming a kind
of cement around the larger ones, suggesting
that large liposomes contact preferentially small
liposomes and vice versa (Fig. 2D and fig. S9).
If membrane tethering was random, we should
have observed direct contacts between large li-
posomes as well as clusters of small liposomes
such as those visualized previously (Fig. 2B).
Thus, in the presence of ArfGAP1, GMAP-210
forms an asymmetric tether that can stably con-
nect a curved membrane to a flat one displaying

+ A\r%

+ Arno
v/ + GTP
Y+ ArfGAP1
+ miniGMAP

10 pm

+ Arf1

+ Amo

+ GTP
+ ArfGAP1
-miniGMAP

ArflGTP but not other geometrical combina-
tions (Fig. 1A).

Next we established a system suitable for light
microscopy. We mixed giant liposomes (tens
of micrometers in size) labeled with a green
fluorophore with small liposomes labeled with
a red fluorophore. The former were visible un-
der the microscope, whereas the latter gave a red
fluorescence background. Upon attachment of
small liposomes, the contour of the giant lipo-
somes became red (fig. S10). Arfl was al-
lowed to undergo cycles of GTP binding and
hydrolysis on the two populations of liposomes,
caused by the addition of ArfGAP1 and of the
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,)—
dependent guanine nucleotide exchange factor
Amo (22). Because both large and small lipo-
somes contained PIP,, Arno-catalyzed GDP/GTP
exchange on Arfl occurred on the two popula-
tions of liposomes, whereas ArfGAP1-catalyzed
GTP hydrolysis in Arfl occurred preferentially
on the small liposomes owing to their strong
curvature. Thus, with both Amo and ArfGAP1
present, ArflGTP should be found at steady
state preferentially on the giant liposomes. Un-
der these conditions, miniGMAP caused the large
liposomes to be surrounded by red fluorescence
(Fig. 3, A to C, and fig. S11). In contrast, when
ArfGAP1 was absent, we observed numerous
red spots of various size and rarely connected
to the giant liposomes (Fig. 3D). Thus, ArfGAP1
helps to organize GMAP-210 tethering by pre-

Intensity (a.u.)

20

0 10
Distance (pm)

/

+ Arf1
+ Armno
+ GTP
- ArfGAP1
+ miniGMAP

Fig. 3. Self-organization of membrane tethering by miniGMAP when the GTPase cycle of Arfl is
controlled by Arno and ArfGAP1. The sample contains giant liposomes (green) and small liposomes (red;
R = 42 % 10 nm), all with the same composition (Golgi mix plus 4% PIP,). Arrows indicate typical
liposome assemblies. (A and B) The liposome mixture was supplemented with Arf1 (380 nM), GTP
(150 uMm), Arno (20 nM), ArfGAP1 (185 nM), and miniGMAP (62.5 nM). a.u., arbitrary units. (C and D)
MiniGMAP or ArfGAP1 was omitted. The liposomes were visualized by epifluorescence microscopy [(A),
(0), and (D)] or by confocal microscopy (B). Other confocal images are shown in fig. S11.

REPORTS

venting the formation of symmetric assem-
blies between small liposomes, thereby favoring
asymmetric assemblies between large and small
liposomes.

Multiple tethering events involving different
membranes and several long coiled-coil proteins
(e.g., pl15) occur at the interface between the
endoplasmic reticulum and the cis Golgi (4). The
minimal model presented here seems adapted
to the capture of small transport vesicles at this
region, but additional interactions with protein
coats, Rabs, and the cytoskeleton may impose
a more specific role to GMAP-210 (4, 23). Never-
theless, a reversible tethering mechanism based
on the detection of membrane curvature is straight-
forward because curvature is a good index for
the completion of budding and fusion events.
By permitting transient interactions between
membranes that are continuously remodeled,
GMAP-210 may contribute to the self-organizing
properties of the Golgi.
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Résumé

Les membranes cellulaires sont constamment remodelées par le bourgeonnement et la fusion
de vésicules assurant le transport entre les différentes organelles. De nombreuses protéines
périmembranaires orchestrent ce trafic vésiculaire. Les hélices amphipathiques jouent un rdle important
dans le mécanisme d’interaction de certaines de ces protéines avec les membranes. A la différence de
domaines protéiques reconnaissant spécifiquement un lipide, les hélices amphipathiques reconnaissent

plus globalement la physicochimie d’une membrane (forme, charge...).

GMAP-210 est une tres longue protéine golgienne qui agit comme corde moléculaire grace a sa
structure en coiled-coil. Le laboratoire avait montré que I’extrémité N-terminale de GMAP-210 possede
un motif ALPS, une hélice amphipathique singuliére sensible a la courbure membranaire. Les motifs
ALPS sont caractérisés par 1’absence de résidus basiques, 1‘interaction avec les membranes ne repose
donc que sur I’hydrophobicité. Pour compenser ce déficit, la liaison des motifs ALPS n’a lieu qu’au
contact de membranes fortement courbées. Dans le cas de GMAP-210, le motif ALPS permettrait de
capturer des vésicules de transport. J’ai démontré que 1’autre extrémité de la corde interagit avec
ArflGTP sur des membranes. Cette interaction est conditionnée par le contact avec la surface
membranaire d’une petite hélice amphipathique située en aval du domaine d’interaction avec Arfl. De
fagon remarquable, I’interaction entre ArflGTP et le domaine C-terminal de GMAP-210 est régulée
indirectement par la courbure membranaire. En effet, ArfGAP1, identifiée comme la premiere protéine
possédant un motif ALPS, est capable de dissocier rapidement le complexe de membranes courbées.
Par conséquent, GMAP-210 connecte des membranes courbées, par exemple des vésicules, a des
membranes planes recouvertes d’Arfl, par exemple des citernes golgiennes. Le mécanisme vectoriel
d’attachement de membranes par GMAP-210 repose donc sur de nombreuses hélices amphipathiques
(deux dans GMAP-210, une dans Arfl et une dans ArfGAP1) et permettrait d’expliquer le confinement
des vésicules de transport autour de I’appareil de Golgi. Des mesures de vitesse spontanée de désorption
membranaire des extrémités de GMAP-210 suggérent que 1’attachement des membranes est trés

dynamique et a lieu sur des échelles de temps de la seconde a la minute.

Le motif ALPS n’est pas le seul motif amphipathique sensible a la courbure. L’a-synucléine,
une protéine synaptique célébre pour son implication dans la maladie de Parkinson, contient également
une hélice amphipathique senseur de courbure. Curieusement, la physicochimie du motif ALPS et de
I’a-synucléine est opposée tant pour la face polaire que pour la face hydrophobe. L’a-synucléine a une
périodicité atypique (3/11), une face polaire zwittérionique et une face hydrophobe présentant de petits
résidus et des thréonines. En utilisant des liposomes de composition et de rayon définis, j’ai montré que
la charge négative des membranes est un parameétre discriminant dans la liaison aux membranes des
deux protéines. En effet, a la différence de GMAP-210, I’a-synucléine est strictement dépendante d’un
taux élevé de phospholipides anioniques. Par contre, ces protéines sont toutes les deux trés sensibles a
la nature des chaines insaturées des phospholipides. Les premiers résultats montrent néanmoins des
subtilités intéressantes : 1’o-synucléine semble mieux adaptée que GMAP-210 a une membrane

polyinsaturée comme 1’est celle des vésicules synaptiques.

En conclusion, de nombreuses hélices amphipathiques sont impliquées dans le trafic
vésiculaire. Elles présentent de nettes différences dans leur physicochimie suggérant une adaptation a
des membranes cellulaires (de composition lipidique et de rayon définis) par des mécanismes qui

restent largement a explorer.



