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Avant-propos

Le complexe de la NADPH Oxydase des neutrophiles permet la destruction des
pathogenes phagocytés en produisant des especes réactives de 1’oxygene. Il est composé
d’une partie membranaire, le flavocytochrome bss, et de facteurs cytosoliques, p67™,
p40P**, p47°", et d’une petite protéine G, Rac. L’activation du complexe se traduit par la
phosphorylation des facteurs cytosoliques qui migrent alors jusqu’au flavocytochrome bss,. Le
complexe actif ainsi formé permet le transfert des électrons du NADPH jusqu’a I’oxygene du
phagosome pour former les especes réactives de I’oxygene.

Les facteurs cytosoliques sont des protéines modulaires. Il est généralement admis que
ces protéines forment au repos un complexe ternaire p40P"7p67°"*/p47*"*, Les processus
d’activation et de régulation du complexe de la NADPH Oxydase dépendent des interactions
entre les modules structuraux des différents composants du systeme. Il est donc important de
définir et de caractériser 1’ensemble de ces interactions au sein du complexe au repos ou
activé. Nous avons ainsi étudié les interactions entre les trois facteurs cytosoliques d’un point

de vue structurale mais aussi fonctionnel.

Dans I’introduction de ce manuscrit, les différents acteurs de 1’immunité non
spécifique ainsi que les mécanismes de destruction des pathogenes sont présentés. Le
complexe de la NADPH Oxydase joue un role majeur dans la défense de 1’organisme. Ainsi,
des mutations dans les genes codant pour certains composants du complexe engendre une
maladie héréditaire grave, nommée Granulomatose Septique Chronique. Le rdle des facteurs
cytosoliques au sein du complexe de la NADPH Oxydase est étroitement lié a leurs propriétés
d’interaction conférées par leurs modules structuraux. Le point sur les données structurales
décrites dans la littérature au début de mon travail de these ainsi que le role des facteurs
cytosoliques sont également présentés dans cette partie.

Un second chapitre est consacré a la caractérisation de 1’interaction entre p67°™" et
p40ph°". Au début de ce travail, nous ne disposions d’aucune information structurale sur cette
interaction. Nous savions seulement que p67™* interagissait par sa région C-terminale avec la
région contenant le motif PC de p40™*. Nous avons donc entrepris 1’étude structurale de cette
interaction par une approche cristallographique. Suite aux difficultés rencontrées, ce travail a
été poursuivi par Résonance Magnétique Nucléaire.

Lors de I’activation, p47™ est le facteur cytosolique qui subit le plus de

phosphorylations, notamment au niveau de sa région C-terminale comprenant son motif



polyproline. Ce motif étant capable d’interagir soit avec le domaine SH3 C-terminal de
p67™*, soit avec le domaine SH3 de p40™”, plusieurs auteurs suggerent que le motif
polyproline de p47™* change de partenaire suite a 1’activation. Nous avons voulu vérifier
cette hypothese. Pour cela, nous avons estimé les affinités entre le motif polyproline de p47°"
et les domaines SH3 C-terminal de p67™* et SH3 de p40™™* & différents stade de I’activation,
c’est-a-dire a différents degrés de phosphorylation du motif polyproline de p47™. Les
résultats de ce travail, réalisé par fluorescence intrinseque du tryptophane, ainsi que 1’analyse
des structures des complexes SH3 C-terminal de p67°"/polyproline de p47°" (Kami et al.,
2002) et SH3 de p40*™"*/polyproline de p47°™" (réalisée par Claire Massenet au laboratoire)

sont présentés dans une troisieme partie.
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Introduction

I Le systeme immunitaireClgénéralités

L’organisme humain doit sans cesse lutter contre divers pathogenes tels que des
bactéries, des virus ou encore des parasites. Cette défense est assurée par de nombreux
mécanismes qui constituent I’immunité. Celle-ci est composée schématiquement de
I’immunité spécifique (IS) et de I’immunité non spécifique (INS).

L’immunité spécifique, comme son nom I’indique, est une réponse adaptée a chaque
agent pathogene. Cette voie du systeme immunitaire nécessite une reconnaissance préalable
de I’agresseur, d’ou une phase de latence de la réaction «[rimaireld. Cependant, il existe une
mémoire de la premiere agression. Les infections futures par le méme pathogene seront alors
plus vite neutralisées, avec une réponse immunitaire plus affine et plus intense. C’est la
réaction dite «[Secondaireld ou «[@namnestiqueld. Les acteurs principaux de cette immunité
sont d’une part les lymphocytes B, producteurs d’anticorps, responsables de la réponse
immunitaire spécifique humorale. D’autre part les lymphocytes T qui, une fois activés ou
sensibilisés, remplissent différentes fonctions et constituent I’immunité spécifique cellulaire
(Presscott, Harley and Klein, 1995).

L’immunité non spécifique est, quant a elle, polyvalente. La présence permanente de
ses acteurs, méme en absence de pathogenes, lui confere une capacité de contre-attaque
immeédiate. Quel que soit I’agent infectieux, son mode d’action face a 1’agression est toujours
le mémeld la phagocytose et/ou la dégranulation. Les principaux responsables de cette
immunité sont donc les cellules phagocytaires, comprenant les macrophages et les leucocytes
polynucléaires neutrophiles.

In vivo, 1l n’est cependant pas si simple de différencier ces deux immunités. En effet,
I’INS est indispensable a ’activation de I’IS en lui présentant les antigenes. Inversement, les
immunités spécifiques cellulaire et humorale améliorent les performances de I’INS. Ce lien
étroit entre ces deux immunités est visualisé sur la Figure 1 qui souligne le rdole de
I’interleukine-1 (IL-1). Ce polypeptide, produit principalement par les macrophages, stimule,
entre autres, la différenciation des lymphocytes et la fonction des cellules T (Presscott, Harley

and Klein, 1995).
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Figure 1: Complémentarité de ’immunité spécifique (IS) et non spécifique (INS)C] exemple de la
production de I’interleukine-1 (IL-1), peptide impliqué dans de nombreuses voies de I’'immunité telles que
I’activation des cellules du systeme immunitaire spécifique (lymphocytes T et B)

(http://anne.decoster.free.fr/immuno/inonspe/ins.htm).

II L’immunité non spécifique (INS)

La cytologie et la biochimie des cellules qui constituent I’INS ainsi que leurs
mécanismes de destruction des pathogenes vont étre présentés dans cette partie. Nous verrons
que les principaux acteurs de cette immunité sont les cellules phagocytaires (macrophages et

neutrophiles).

1- Les macrophages
Les précurseurs circulants des macrophages sont les monocytes qui, eux-mémes,

proviennent de monoblastes produits dans la moelle osseuse. Les monocytes peuvent rester
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pendant de longues périodes dans la circulation sanguine. Apres leur entrée dans un tissu, ils
se différencient en macrophages. Ceux-ci sont placés stratégiquement, aux sites d’entrée
potentiels de micro-organismes. Ils peuvent également étre différenciés en cellules
spécialisées dans des tissus particuliers (Figure 2). Ils sont capables d’intervenir aussi
rapidement face a 1’agresseur que les polynucléaires neutrophiles, autres phagocytes
essentiels, avec 1’avantage de pouvoir rester plus longtemps sur le site de I’inflammation,
jusqu’a un ou deux jours apres 1’infection. Ils ont en effet une durée de vie plus longue que les
neutrophiles (plusieurs mois) et la capacité de se diviser sur le site de 1’infection (Abbas and

Lichtman, 2003).

&

50
U Activated
macrophages

Activation

rStem ceHJ | Monob|ast| |I\/Ionocyt4e| | MacrophageJ

Differentiation

Microglia (CNS)

Kupffer cells (liver)
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Figure 2: Maturation des phagocytes mononucléaires. Les phagocytes mononucléaires se développent
dans la moelle osseuse, circulent dans le sang comme monocytes et résident dans les tissus en tant que
macrophages. Ils peuvent étre différenciés en cellules spécialisées dans des tissus particuliers. CNS pour
systeme nerveux central (Abbas and Lichtman, 2003).

Les monocytes ont un diametre compris entre 10 et 150Fm avec un noyau en forme de
fer a cheval. Une fois différenciés en macrophages, leur diametre augmente et dépasse
largement les 200dm. Ils possedent alors des vacuoles de phagocytose (les phagosomes) et de

nombreuses granules cytoplasmiques (Figure 3).
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Figure 3: Morphologie d’un phagocyte mononucléaire. aCl monocyte avec un noyau en forme de fer a
cheval vu en microscopie électroniqueGl bCl macrophage activé possédant de nombreuses vacuoles de
phagocytose et des granules cytoplasmiques (Abbas and Lichtman, 2003).

Les macrophages vont permettre le recrutement des leucocytes et monocytes sur le site
de I'infection. Ils vont également phagocyter les agents infectieux et intervenir directement
dans leur destruction grace a des mécanismes dépendant de 1’oxygene et a la dégranulation.
Ce dernier processus correspond au déversement du contenu des granules cytoplasmiques
dans le phagosome. Ces granules, appelées lysosomes, renferment essentiellement des
hydrolases acides, du lysozyme (qui décompose les parois bactériennes) et des protéines
cationiques aux propriétés antibactériennes (Abbas and Lichtman, 2003CIRoitt, Brostoff and

Male, 1998).

2- Les leucocytes polynucléaires

Ces cellules, essentielles a I’immunité non spécifique, sont fabriquées dans la moelle
osseuse (7 millions par minute) ou elles sont stockées avant d’étre libérées dans le sang. Leur
recrutement sur le site de 1’infection se fait lors de la réaction inflammatoire.
Par comparaison avec les monocytes/macrophages, leur durée de vie est courtel2 a 3 jours
seulement.

Ces leucocytes sont appelés polynucléaires a cause de la forme de leur noyau polylobé
(2 a 5 lobes réunis entre eux par de fins ponts nucléaires). Leur cytoplasme contient des
granules spécifiques qui permettent de distinguer 3 types de leucocytes polynucléaires en
fonction de la nature du colorant capable de les teinter. Ainsi, il existe des leucocytes
polynucléaires neutrophiles (PNN), éosinophiles (PNE) et basophiles (PNB) différant par leur

mode d’action.
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2-a) Les leucocytes polynucléaires neutrophiles

Ce sont les leucocytes polynucléaires les plus abondants (en moyenne 7400 par uL. de
sang) et représentent environ 95% des granulocytes (leucocytes et macrophages) circulants.

Apres la phagocytose, leur action anti-infectieuse se réalise par deux types de
mécanismesClceux dépendant de 1’oxygene, notamment grace au complexe enzymatique de la
NADPH Oxydase situé au niveau de la membrane cytoplasmique du phagosome, et la
dégranulation qui permet la dégradation du pathogene mort. Leurs granules sont de trois
typesClles granules primaires (ou azurophiles), les granules secondaires (ou spécifiques) et les

granules tertiaires (vésicules sécrétoires) (Figure 4).

Figure 4: Morphologie d’un leucocyte polynucléaire neutrophile. Leucocyte polynucléaire neutrophile vu
en microscopie électroniqueld les lobes nucléaires et les granules cytoplasmiques (azurophiles et
spécifiques) sont visibles (Roitt, 1990).

Les granules azurophiles sont des lysosomes qui contiennent, en plus de ceux des
macrophages, une myéloperoxydase (MPO) (Roitt, Brostoff and Male, 1998). Elles doivent
leur nom au fait qu’elles apparaissent en premier lors de la maturation du PN dans la moelle
et qu’elles ont une affinité particuliere pour le composé azure. Elles constituent le tiers des
granulations du PNN. Ce sont des organites de petites taille (0,5-0,80¢m), de forme allongée
et qui apparaissent tres dense en microscopie électronique (Genetet, 1997).

Les granules spécifiques contiennent, en plus du lysozyme et d’une lactoferrine, une
forte concentration de protéines antibiotiques comme, par exemple, les défensines (Roitt,
Brostoff and Male, 1998). Ces sont des organites sphériques de taille inférieure a celle des
granules azurophiles (environ 0,20dm) ou en forme de batonnet (0,1x10Am). Ils apparaissent

clairs en microscopie électronique (Genetet, 1997).



Introduction

Enfin, les granules tertiaires, de petite taille, contiennent essentiellement des

hydrolases acides.

2-b) Les leucocytes polynucléaires éosinophiles
Ces polynucléaires sont relativement peu abondants (en moyenne 200 par L de sang)
et représentent 2 a 5% des leucocytes dans le sang.
Les leucocytes polynucléaires €osinophiles humains ont généralement un noyau
bilobé. Ils contiennent de nombreuses granules pouvant étre teintées avec des colorants acides
comme 1’€osine. Chez les éosinophiles matures, ces granules sont accrochées a la membrane

et possedent un coeur cristallin visible en microscopie électronique (Figure 5).

ER/

Figure 5: Morphologie d’un leucocyte polynucléaire éosinophile. Eosinophile mature vu en microscopie
électronique (x17500). Le noyau (Nu) est bilobé et ses granules (G) possedent un cceur cristallinGl ERE]
réticulum endoplasmiqueGIPClpore nucléaire (Roitt, Brostoff and Male., 1998).

Ces cellules sont impliquées dans de nombreux processus d’inflammation,
spécialement lors d’allergies. Elles sont cependant spécialisées dans la destruction des grands
parasites qui ne peuvent étre phagocytés en raison de leur taille. En effet, les éosinophiles
peuvent réaliser la phagocytose mais ils agissent surtout par des mécanismes de destruction
extracellulaire] une fois qu’ils ont adhéré au parasite, les granules fusionnent avec la
membrane plasmique puis leur contenu est déversé autour du parasite (dégranulation).

Le cceur cristallin des granules est composé d’une protéine toxique, la MBP (Major
Basic Protein). Leur matrice contient une protéine cationique spécifique, I’ECP (Eosinophil
Cationic Protein), capable de former des pores dans la membrane de la cellule hote,

permettant ainsi 1’entrée des molécules toxiquesC] une neurotoxine, I’EDN (Eosinophil-
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Derived Neurotoxin) et une peroxydase, I’EPO (Eosinophil PerOxidase) (Rothenberg et al.,
2001).

2-c) Les leucocytes polynucléaires basophiles

Les basophiles sont trouvés en tres petite quantité dans le sang (environ 40 par uL de
sang) et constituent moins de 1% des leucocytes.
Ces leucocytes possedent un noyau polylobé et des granules cytoplasmiques qui peuvent etre
teintées par des colorants basiques (Figure 6).

Les basophiles peuvent étre recrutés sur le lieu de I’infection, généralement avec les
leucocytes €osinophiles, ou ils réalisent la dégranulation.

Le stimulus qui va entrafner la dégranulation est souvent un allergene (un antigene qui
entraine une réaction allergique). Les granules cytoplasmiques vont alors fusionner entre elles

dans le cytoplasme puis décharger leur contenu, entre autres des peroxydases, par exocytose.

Figure 6: Morphologie d’un leucocyte polynucléaire basophile. Le basophile est vu en microscopie
électronique (x11000) le noyau (N) et polylobé et ses granules (G) relativement grosses. Les fleches
montrent les pores nucléaires (Roitt, Brostoff and Male., 1998).

3- Mécanismes de destruction des pathogenes
Au cours de la réaction inflammatoire, les cellules de I’immunité sont recrutées sur le
site de l’infection. Selon le type de cellule, il y a ensuite phagocytose du pathogene,

mécanismes de destruction dépendant de 1’oxygene et/ou dégranulation.
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3-a) La réaction inflammatoire

Suite a une blessure ou a une 1ésion produite par un agent pathogene, il se produit une
réaction inflammatoire au cours de laquelle les cellules de I'immunité sont recrutées. Les
leucocytes et les monocytes, contrairement aux macrophages qui résident dans les tissus,
circulent dans le sang et leur recrutement sur le site de 1’infection se fait en plusieurs étapesC]
attachement a I’endothélium vasculaire, roulement jusqu’au site de 1’infection, puis ancrage et
passage a travers la paroi vasculaire (la diapédese). Ce mécanisme est initié par la présence de
macrophages sur le lieu de l'infection. En effet, apres avoir reconnu et phagocyté les
pathogenes, ils sécretent des chimioattractants (cytokines et chimiokines), essentiels a ce
processus (Figure 7).

Les cytokines vont induire I’expression de molécules d’adhésionClles sélectines et les
ligands des intégrines. De leur coté, les leucocytes possedent a leur surface les sucres ligands
de ces lectines ainsi que des intégrines.

Ainsi, dans un premier temps, I’ancrage des leucocytes a I’endothélium vasculaire se
fait par I'interaction sélectine/sucre ligand. L’affinit€é modérée de cette interaction permet le
roulement des leucocytes a la surface de 1’endothélium par des cycles de
décrochage/accrochage successifs.

Puis, les chimiokines vont passer dans le sang et se lier a leurs récepteurs présents a la
surface de I’endothélium. Ces molécules vont alors activer les leucocytes en modifiant leurs
intégrines. Celles-ci peuvent alors interagir fortement avec leurs récepteurs endothéliaux. Les
leucocytes arrétent ainsi leur roulement et leur cytosquelette se réorganise (étalement des
cellules a la surface de I’endothélium). Les chimiokines agissent enfin sur 1’adhérence des
leucocytes et stimulent leur migration a travers la paroi vasculaire. C’est le phénomene de
diapédese (Abbas and Lichtman, 2003).

Il en résulte une accumulation de leucocytes puis de monocytes sur le site de
I’infection. La destruction des pathogenes se déroule alors a 1’aide de la phagocytose et de la

dégranulation.
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Figure 7: Recrutement des leucocytes. Sur les sites d’infection, les macrophages qui ont phagocyté les
micro-organismes pathogenes, produisent des cytokines (TNF, IL-1) qui activent les cellules de
I’endothélium vasculaire pour produire des sélectines, des ligands d’intégrine et des chimiokines. Les
sélectines permettent une faible adhésion et le roulement des leucocytes sanguins sur 1’endothéliumGlles
intégrines permettent une adhésion forte des leucocytes et les chimiokines augmentent I’affinité des
intégrines pour leurs récepteurs et stimulent le passage des cellules a travers I’endothélium jusqu’au site
de P’infection. Ce mécanisme est utilisé pour migrer sur le site de ’infection par les leucocytes, les
monocytes et les lymphocytes T activés (Abbas and Lichtman, 2003).

3-b) La phagocytose

Ce mécanisme est réalisé par les macrophages et une partie des leucocytes
polynucléaires, les neutrophiles.

La premiere étape est la reconnaissance pathogene/phagocyte. Les macrophages et les
neutrophiles expriment a leur surface différents récepteurs qui vont permettre la
reconnaissance et I’adhésion des micro-organismes. Ces récepteurs peuvent reconnaitre soit
des structures bactériennes ou parasitaires comme des sucres (récepteurs de mannose) ou des
lipopolysaccharides (LPS) (Abbas and Lichtman, 2003), soit des opsonines. Les opsonines
proviennent d’une reconnaissance préalable de 1’agent infectieux soit par I’immunité
spécifique, soit par 'immunité non spécifique. Ils peuvent donc étre respectivement des
anticorps ou des protéines du complément (Park, 2003).

Les interactions ligand/récepteur induisent une réorganisation des microtubules et des
microfilaments du phagocyte pour former des pseudopodes qui vont entourer progressivement
la particule étrangere. Les pseudopodes vont ensuite fusionner pour former une vésicule de

phagocytose, le phagosome, contenant le pathogene (Figure 8).

11
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Figure 8: Phagocytosellla formation du phagosome. Reconnaissance du micro-organisme opsonisé par le
phagocyte (A)Gl Adhérence (B) puis réorganisation du phagocytes pour former des pseudopodes qui
enveloppent le pathogene (C) et fusion des pseudopodes pour former le phagosome (D)
(http://www.chups.jussieu.fr/polys/anapath/Cours/POLY.Chp.3&IMG28.html).

Il y a alors activation des mécanismes de destruction des pathogenes dépendant de
I’oxygene (NADPH Oxydase, NO Synthase). Le phagosome migre dans le cytoplasme puis
fusionne avec la membrane des granules cytoplasmiques (mécanisme de dégranulation) pour
former un phagolysosome dont le pH devient acide. Il y a enfin élimination des déchets par un

mécanisme d’exocytose (Figure 9) (Revillard, 1998).
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Figure 9: La phagocytose. Au cours de sa migration dans le cytoplasme, le phagosome fusionne avec la
membrane des granules du phagocyte (lysosomes) pour former le phagolysosome. Il y a destruction du
pathogene par des mécanismes dépendant de I’oxygene et par la dégranulation. Les déchets sont ensuite

éliminés par exocytose (http://anne.decoster.free.fr/immuno/inonspe/ins.htm).

3-c¢) La dégranulation
Lorsqu’il y a fusion des granules cytoplasmiques avec le phagosome, les granules

déversent leur contenu. Selon le type de cellule (macrophage, leucocyte polynucléaire

12
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neutrophile, éosinophile et basophile), les molécules déversées sont de natures différentes
mais permettent toutes la destruction et la dégradation du pathogene.
La composition des différentes granules selon le type de cellules est détaillée dans les

paragraphes II-1 et II-2.

3-d) mécanismes de destruction dépendant de I’oxygene
Les macrophages et les polynucléaires neutrophiles activés convertissent 1’oxygene
dissout dans le phagosome en especes réactives de I’oxygene (ROS) grace au complexe de la
NADPH Oxydase. Ce complexe est aussi présent dans les polynucléaires éosinophiles (Segal
et al., 1981) et les lymphocytes B (Babior, 1999). Il existe également dans d’autres cellules
non phagocytaires ou les ions superoxydes produits sont impliqués dans la signalisation

cellulaire (Vignais, 2002).

La NADPH Oxydase est composée d’une partie membranaire, le flavocytochrome b,
et de facteurs cytosoliques. Dans les neutrophiles au repos, le flavocytochrome b est
fortement associé ou inséré dans la membrane des granules spécifiques et seulement une
petite fraction (10-20%) dans la membrane plasmique. En présence d’un pathogene, quelques
granules spécifiques vont a la membrane plasmique et fusionnent avec elle. Celle-ci s’enrichie
alors en flavocytochrome bsss (Borregaard er al., 1983). Apres internalisation du micro-
organisme, le cytochrome se trouve dans la membrane du phagosome. Dans les macrophages,
la majorité du flavocytochrome bss, est située dans la membrane plasmique avant méme que

la cellule soit stimulée (Johansson et al., 1995).

Tres rapidement apres 1’internalisation du pathogene par le phagocyte, le complexe de
la NADPH Oxydase est activé. Il permet la réduction de 1’oxygene en ions superoxydes (O, ")
en utilisant un par un les électrons fournis par le NADPH (Figure 10). Il catalyse la réaction
suivantel]

NADPH +2 0, =20, + NADP* + H*

L’augmentation soudaine de la consommation d’oxygene est souvent appelée
«[dxplosion respiratoired. Une accélération du cycle des pentoses-phosphates permet de
fournir suffisamment de NADPH pour réduire une grande quantité d’oxygene (Figure 10).
Les ions superoxydes (O,”) ainsi formés sont spontanément convertis en peroxyde

d’hydrogene (H,0,) en milieu acided

13
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20,7+H"— 0, +H,0,

A partir de I’eau oxygénée (H,O,), il peut se former d’autres especes réactives de
I’oxygene telles que des radicaux hydroxyles OH'. Dans le cas des neutrophiles, une enzyme
contenue dans les granules azurophiles, la myéloperoxydase (MPO), permet la formation en
milieu acide et a partir de 1’H,O, d’acide hypochloreux, HOCI (eau de Javel), espece
hautement toxique et essentielle dans la destruction des micro-organismes (Figure 10 et

Figure 11). La réaction catalysée par la MPO est la suivantel]

H,0, + CI' = OCI' + H,0

Phagosome NADPH oxvdase

Granules
lvsosomiales

NADPH

'k\

Y

Cvele des

HOCI
¥ _ H,tL

N \I)P

Bacterie
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Figure 10: Explosion respiratoire et dégranulation liées a la phagocytose. Apres internalisation du
pathogene (ici une bactérie) et formation du phagosome, deux évenements se produisentClla formation
d’especes réactives de ’oxygene, amorcée par la NADPH Oxydase, et la dégranulation, c’est-a-dire le
déversement du contenu des granules cytoplasmiques dans le phagosome (Morel et al., 1992).

Les ROS produits sont toxiques pour les pathogenes bien siir mais ils sont aussi
dangereux pour la cellule elle-méme. C’est pourquoi elle possede des enzymes de protection

comme la superoxyde dismutase ou la catalase qui les neutralisent en H,O, et H,O

respectivement.
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Figure 11E1Production d’especes réactives de I’oxygene (ROS) par le neutrophile. La NADPH Oxydase est
le point de départ de la production des ROS. Ce complexe permet la formation d’ions superoxydes qui
peuvent donner des radicaux hydroxyles, en présence de Fe™, ou du peroxyde d’hydrogene. Enfin, la
myéloperoxydase (MPO) permet la production d’acide hypochloreux (eau de Javel). Les couleurs
indiquent le niveau de réactivité de ces ROSClle vert correspond a des molécules peu réactives, le jaune a
une réactivité limitéeCl’orange a une réactivité modérée et le rouge a une haute réactivité et non
spécifique (Lambeth, 2004).

La NADPH Oxydase, active essentiellement chez les macrophages et les leucocytes
polynucléaires neutrophiles, peut €tre mobilisée tres rapidement pour former des especes
réactives de I’oxygene, molécules extrémement toxiques. Ce complexe est donc un acteur

essentiel de I’immunité non spécifique.

Des défauts de régulation de I’activité oxydase peuvent engendrer des troubles
importants. Par exemple, il a ét€ montré qu’une augmentation de 1’activité oxydase des
neutrophiles pouvait provoquer une inflammation des articulations (arthrite) (El Benna et al.,
2002).

Une perte de ’activité oxydase peut quant a elle entrainer de graves conséquences
pour la santé, ce qui est illustré par la maladie orpheline appelée Granulomatose Septique

Chronique.

III La Granulomatose Septique Chronique

1- description

La Granulomatose Septique Chronique ou CGD (Chronic Granulomatous Disease) est
une maladie familiale héréditaire rare (une naissance sur un million) caractérisée par des
infections graves récurrentes. Elle est due au fait que le complexe de la NADPH Oxydase des
neutrophiles est non fonctionnel chez les malades. Cette perte de 1’activité oxydase est due a

une ou plusieurs mutation(s) dans 1’'un des genes codant pour les constituants du complexe. Il
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y alors perte ou inactivation de ce composant et les cellules du patient deviennent incapables
de détruire les pathogenes phagocytés. Les signes de cette maladie apparaissent tres
précocementCldans 70% des cas avant 1 an et rarement a 1’age adulte. La mortalité est tres
importante et peut méme subvenir in utero ou des les premieres années de vie.

Les infections sont le plus souvent causées par Staphylococcus aureus et eoiderlis, des
bactéries Gram (-) (Salmonellas, Pseudomonas) et des champignons du type Aspergillus et
Candida. Les foyers infectieux se localisent fréquemment au niveau des poumons, des
ganglions, de la peau, du foie, du tractus gastro-intestinal, des os des bras et des jambes et

enfin de la sphere ORL.

2- Modes de transmission de la maladie
Il existe globalement deux types de CGD selon le mode de transmission de la

maladieCune forme récessive liée au chromosome X et une forme récessive autosomale.

2-a) Forme de CGD récessive liée au chromosome X
Cette forme de CGD est la plus courante. Elle peut atteindre jusqu’a 75% des cas en
Europe et dans le Nord-américain. Ainsi, aux Etats-Unis sur 368 patients atteints de CGD
recensés entre 1993 et 2000, 259 avaient une forme récessive li€e au chromosome X
(Winkelstein et al., 2000).
Des mutations du gene codant pour 1’un des composants de la NADPH Oxydase porté

par le chromosome X, gp91™*

, sont a ’origine de cette forme de CGD. Comme un garcon
(XY) ne possede qu’un seul chromosome X provenant de sa mere, s’il hérite du gene
défectueux, il sera forcément malade. Par contre, une fille (XX) qui hérite d’un chromosome
X de chacun de ses parents, sera uniquement porteuse de la maladie.

Cette forme de CGD est diagnostiquée tres tot, au cours des toutes premieres années

de vie. Elle est particulierement sévere et possede un taux de mortalit€ deux a trois fois

supérieur a la forme autosomale récessive.

2-b) Forme de CGD autosomale récessive
Cette forme de CGD est causée par une ou plusieurs mutation(s) dans les genes codant
pour quatre des composants de la NADPH Oxydase (p22°"**, p47™*, p67°"" et Rac). Chacun
des parents peut transmettre un allele muté a son enfant et ce, de facon équiprobable qu’il soit

une fille ou un garcon. Si les deux parents sont porteurs d’un allele muté, les enfants ont 50%
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de risque d’etre porteurs de la maladie, 25% de développer une CGD et 25% de chance d’étre
sains.

Ces CGD sont moins fréquentes que la forme récessive liée au chromosome X et ne
peuvent étre diagnostiquées qu’a un age relativement tardif. Aux Etats-Unis, sur les 368
patients atteints de CGD recensés entre 1993 et 2000, 81 avaient une forme autosomale
récessive (Winkelstein et al.,2000). La consanguinité est dans ce cas un facteur important.
Ainsi, en Tunisie, ou il existe une tres forte endogamie, une fréquence particulierement élevée
des formes autosomales récessives a été rapportée

(http://www.stmi.org.tn/docs/granaouina.htm#gr septique).

3- Aspects cliniques

Pour qu’une Granulomatose Septique Chronique soit suspectée, il faut développer de
nombreuses infections plus ou moins graves de fagcon récurrente. Par exemple, il faut avoir eu
au cours d’une année au moins 8 otites ou 2 sinusites, 2 pneumonies, des abces récurrents de

la peau ou des organes ou encore plus de 2 infections graves de type méningite ou septicémie.

L’un des signes apparents de la maladie est la formation de foyers infectieux appelés
granulomes. L’existence de granulomes dans différents parenchymes a donné le nom a la
maladie. L examen microscopique de ces granulomes révele la présence de cellules géantes
multi-nucléées (Figure 12). Elles résultent de la fusion de macrophages qui ont emprisonné
des bactéries sans pouvoir les détruire, la NADPH Oxydase n’étant plus fonctionnelle. Ces
granulomes sont généralement de petite taille (quelques millimetres de diametre) mais ils

peuvent parfois atteindre des dimensions proches d’une petite tumeur (Morel ef al., 1992).

Figure 121 Granulome dans un tissu pulmonaire vu en microscopie photonique. La cellule géante multi-
nucléée résulte de la fusion de macrophages qui renferment des bactéries qui ne sont plus détruites.
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Comme illustrée par les CGD, une perte de 1’activité oxydase des neutrophiles est
dramatique et tres vite fatale pour I’organisme. Une dérégulation de cette activité provoque
également des troubles importants comme des inflammations de type arthrite. Pour pouvoir
agir sur ces défauts de régulation, il est important de comprendre au niveau moléculaire les
mécanismes d’activation et de régulation du complexe de la NADPH Oxydase.

Au cours de ma these, je me suis ainsi intéressée aux mécanismes d’activation du

complexe de la NADPH Oxydase des neutrophiles humains.

IV Présentation du complexe de la NADPH Oxydase

Le complexe de la NADPH Oxydase des neutrophiles humains est constitué du
flavocytochrome bss,, de trois facteurs cytosoliques et d’une petite protéine G.

Le flavocytochrome by, composé des protéines gp91™™* et p22°™*, phox pour
phagocyte oxidase, est situé dans la membrane des neutrophiles. 558 correspond a la longueur
d’onde (en nm) a laquelle I’heme réduit absorbe au maximum dans le visible (Vignais, 2002).
Les facteurs cytosoliques p67™*, p47”" et p40™™ qui sont des protéines modulaires, ainsi

que la petite protéine G Rac, sont localisés dans le cytoplasme du neutrophile au repos.

1-Le flavocytochrome b,
Le flavocytochrome b est un hétérodimere composé des protéines membranaires

gp91P™* et p22°"* avec une stoechiométrie 1:1 (Huang et al., 1995).

1-a) la protéine membranaire gp91°"™

phox

La protéine gp91™”, codée par le gene CYBB, est composée de 570 acides aminés.
Elle est fortement glycosylée, d’ou son nom (gp pour glycosylated protein). Sa masse
moléculaire est d’environ 91kDa mais lorsque ses liaisons aux carbohydrates sont clivées par
une N-glycosylase, sa masse apparente sur gel SDS-PAGE est alors de 50-55kDa. Ses
glycosylations correspondent donc au moins au tiers de sa masse totale (Vignais, 2002).

Son profil d’hydrophobicité, déduit a partir de sa séquence en acides aminés, est

compatible avec une structure comportant 6 hélices o transmembranaires (Davis et al., 1998)

(Figure 13). Dernierement il a été montré, par un anticorps anti-N-terminal de gp91”™*, que
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cette région est localisée du coté cytoplasmique de la membrane plasmique. Ceci confirme la

topologie de gp91°"** présenté ci-dessous (Paclet et al., 2004).

cytoplasme

Figure 13C1 Topologie des composants membranaires du flavocytochrome bss;; de la NADPH Oxydase.
D’apres les prédictions de structures, gp91°"™ est composé de 6 hélices o. transmembranaires et p22P** de
3 hélices o transmembranaires. gp91°™* possede un site de liaison au NADPH, un site de liaison au FAD et
deux hemes (Fe). p22P"* possede dans sa région C-terminale cytosolique une séquence riche en proline.

phox

La protéine gp91™* est la sous-unité du flavocytochrome by, qui possede les acteurs
rédox du transfert d’électrons. Ainsi, il possede un site de liaison au substrat, le NADPH, un
site de liaison au cofacteur FAD et deux hemes (Nisimoto et al., 1995). Une fois le complexe
activé, le transfert d’électrons se réalise en deux étapes du NADPH jusqu’a 1’oxygene
moléculaireffour former les ions superoxydes O,” (Bokoch and Diebold, 2002)C]
étape 1IINADPH — FAD : transfert d’électrons par paire
étape 2CIFAD — hemes — O, : transfert d’électrons un a un

Les mécanismes du trajet du flux d’électron du NADPH jusqu’a I’oxygene doivent

encore étre détaillés.

La sous-unité gp917* est le seul composant de la NADPH Oxydase impliqué dans la
forme récessive liée au chromosome X de Granulomatose Septique Chronique (CGD). Cette
forme correspond a environ 65% des cas de CGD. Les mutations du gene codant pour
gp91°™* sont hétérogenes sans génotype prédominant (Jurkowska et al., 2004). En effet, dans
90% des cas, les mutations sont uniques au sein d’une famille (Goldblatt and Thrasher, 2000)
et peuvent étre, par exemple, des mutations de type faux-sens, non-sens ou encore des défauts

d’épissage (Babior, 2004) qui n’aboutissent pas a la production d’une protéine fonctionnelle.
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1-b) la protéine membranaire p22°"*
La protéine p22", codée par le gene CYBA, est composée de 195 acides aminés.
D’apres le profil d’hydrophobicité, déduit de sa séquence nucléotidique, p22°"™
possede deux voire trois hélices o transmembranaires (Davis et al., 1998). Elle possede
également une queue C-terminale dans le cytosol avec une séquence riche en proline (résidus
155-160) qui représente un site de liaison a des domaines SH3 (Vignais, 2002) (Figure 13).

phox

C’est la sous-unité du flavocytochrome bssg qui va interagir avec p47™* phosphorylé,

facilitant ainsi I’ancrage du complexe cytosolique a la membrane.

Les CGD dues a des mutations dans le gene CYBA sont de type autosomal récessif et

correspondent a 5% des cas. Ces mutations, comme celles dans CYBB, sont tres hétérogenes.

2-Les facteurs cytosoliques et la petite protéine G Rac

Les facteurs cytosoliques, p67™, p40™>*, p47™ sont des protéines modulaires
capables d’interagir entre elles et avec le flavocytochrome by, lors de ’activation de la
NADPH Oxydase. Chacune de ces protéines, ainsi que Rac, possede un role au sein du
complexe. Le détail des interactions expliquant chacune de leur fonction sera présenté plus

loin, dans la partie activation (VI).

2-a) la petite protéine G Rac

Les premieres protéines G qui ont €té mises en évidence sont les protéines G
hétérotrimériques afy. La sous-unité o peut lier soit du GTP, soit du GDP, d’ou le nom de
ces protéines qui possedent une activité GTPasique. Il existe une autre famille de protéines G
monomériques avec une masse moléculaire d’environ 20kDa qui leur vaut le nom de petites
protéines G. Il existe plus de 60 petites protéines G regroupées en cinq familles. La petite
protéine G Rac appartient a la famille Rho. Il existe deux petites protéines G Rac capables
d’activer la NADPH Oxydase, Racl et Rac2. Dans les neutrophiles humains, Rac2 est

majoritairement présente (pour revue, these de Sylvestre Grizot, 2001).
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Figure 14: Schéma général du cycle des petites protéines G. La petite protéine G est représentée en bleu et
la protéine GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor) en jaune. GEFC] Guanine nucleotide
Exchange FactorGIGAPEIGTPase Activating ProteinCIPiClphosphate inorganique.

Les petites protéines G passent d’un état inactif lorsqu’elles lient le GDP a un état actif
lorsqu’elles lient le GTP. L’interaction avec un facteur d’échange GEF (Guanine nucleotide
Exchange Factor) déstabilise le GDP qui se dissocie. Le GTP étant 10 fois plus concentré
dans la cellule que le GDP, il vient s’associer préférentiellement avec la petite protéine G et
provoque la dissociation du complexe GEF/protéine G. La petite protéine G se trouve alors
dans son état actif. Une protéine GAP (GTPase-activating protein) permet d’augmenter

I’activité GTPasique de la petite protéine G (Figure 14).

La majorité des petites protéines G possede une chaine hydrophobe qui induit une
localisation membranaire. Cette chaine hydrophobe peut €tre masquée par une protéine
appelée GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor) qui permet ainsi la solubilisation de
la protéine G et I’inhibition de la réaction d’échange GDP/GTP. Dans le cas de la famille
Rho, la protéine de type GDI est appelée RhoGDI. Ainsi, dans la cellule au repos, Rac est
essentiellement localisé dans le cytoplasme, associé a RhoGDI. Suite a I’activation, Rac se

dissocie de RhoGDI. Il rejoint alors la membrane ou il participera a 1’activation du

flavocytochrome bss.

Un seul patient CGD provenant d’une mutation hétérozygote dans le gene codant pour

Rac2 a été identifié. Cette mutation ponctuelle au nucléotide 169 (G169A) provoque le
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remplacement de 1’aspartate 57 en asparagine au niveau du site de liaison pour le nucléotide
(GTP/GDP). Rac2 n’est alors plus capable de lier le GTPE c’est un dominant négatif. Un
neutrophile qui exprime ce mutant a une diminution de la mobilité cellulaire et de la

production d’ions superoxydes (Williams et al., 2000).

2-b) la protéine cytosolique p47°"™*

phox

La protéine p47™* est codée par un gene localisé sur le chromosome 7. Elle est
composée de 390 acides aminés et a une masse moléculaire d’environ 47kDa.

Elle se compose de trois types de module différentsClun domaine PX (PhoX), deux
domaines SH3 (Src Homology 3) et un motif poly-proline (PP) (Figure 15). Elle possede
également une région polybasique autrement appelée AIR pour auto inhibitory region. Ce
domaine (résidus 286-340, Ago et al., 1999) est impliqué dans la conformation fermée de

p47°" au repos.

1 128 156 213 226 285 340 361 371 390
phox xé I&k £ stk
pa7 SH3| | SH3

Figure 15: composition du facteur cytosolique p47°™*. C’est une protéine modulaire comportant un
domaine PX, deux domaines SH3, un motif poly-proline (PP) et une région d’auto-inhibition (AIR)Clles *
correspondent a des sites de phosphorylation.

Le facteur cytosolique p47""* possede plusieurs fonctions au sein du complexe de la
NADPH Oxydase. C’est lui qui va «[Hentirld 1’activation en subissant de nombreuses
phosphorylations. Il transloque alors les facteurs cytosoliques a la membrane et aide a leur
assemblage. p47"" est donc la protéine charpente responsable de 1’assemblage du complexe.
Il joue un role central dans le processus d’activation. Ainsi, les personnes chez lesquelles

p47°" est défectueux ou absent sont atteintes de CGD.

Les mutations dans le gene codant pour p47*"* sont responsables de la majorité des
cas de CGD autosomales récessives, soit environ 30%. Contrairement aux autres formes de la
maladie, il n’existe pas de forte hétérogénéité dans les mutations. 94% des cas de CGD avec
une déficience en p47°™ sont dues a une seule mutation qui correspond a une délétion GT qui

résulte en un codon STOP prématuré (Heyworth ez al., 2003).
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2-c¢) la protéine cytosolique p67°"™
La protéine p67™ est codée par un gene localisé sur le chromosome 1. Elle est
composée de 526 acides aminés et a une masse moléculaire d’environ 67kDa.
Elle est constituée de 4 types de modules différentsClune répétition de 4 domaines
TPR (TetratricoPeptide Repeat), deux domaines SH3 (Src Homology 3), un motif poly-
proline (PP) et un domaine PB1 (Phox Bemlp) (Figure 16).

1 154 226 299 345 428 457 526

D67 Pho> TPR PR su3 PB1 | SH3

Figure 16: composition du facteur cytosolique p67*™=. C’est une protéine modulaire comportant une
répétition de domaine TPR, deux domaines SH3, un motif poly-proline (PP) et un domaine PB1; les *
correspondent a des sites de phosphorylation et la zone soulignée en bleu au domaine d’activation (199-
210).

La région N-terminale de p67™

a un role direct dans I’activation de 1’Oxydase. Elle
possede un domaine d’activation, entre les domaines TPR et le motif poly-proline (résidus
199-210) (Figure 16), nécessaire au transfert d’électrons. p67™ est le facteur d’activation

moléculaire du flavocytochrome bss, qui fonctionne conjointement a la petite protéine G Rac.

Les CGD dues a des mutations dans le gene codant pour p67°™™* sont de type

Phox % 5% des cas. Ces

autosomal récessif et correspondent, comme les CGD liées a p22
mutations sont également tres hétérogenes, avec des mutations faux-sens, non-sens, des
délétions ou encore des défauts d’épissage. Elles entrainent toutes une perte complete de
lactivité oxydase (Patifio et al., 1999). La fonction centrale de la partie N-terminale de p67™"
dans I’activation du complexe de la NADPH Oxydase est soulignée par le fait que les
mutations faux-sens responsables de CGD sont majoritairement localisées dans cette région

(Noack et al., 1999).

2-d) la protéine cytosolique p40°"*™

phox

La protéine p40™™* est codée par un gene localisé sur le chromosome 22. Elle est
composée de 336 acides aminés et a une masse moléculaire d’environ 40kDa.
Elle est constituée de 3 types de modules différentsC]un domaine PX (PhoX), un

domaine SH3 (Src Homology 3) et un domaine PB1 (Phox Bemlp) (Figure 17).
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Figure 17: composition du facteur cytosolique p40"™*. C’est une protéine modulaire comportant un
domaine PX, un domaine SH3 et un domaine PB1Clles * correspondent a des sites de phosphorylation.

Le role de p40™* dans I’activation de 1’oxydase reste incertain. Paradoxalement, il
existe presque autant de publications qui proposent pour p40” un rdle d’inhibiteur de
I’oxydase (Sathyamoorthy et al., 1997C] Vergnaud et al., 2000C] Lopes et al., 2004) que de
publications qui proposent un rdole d’activateur (Tsunawaki et al., 1996C] Cross, 2000LC]
Kuribayashi et al., 2002). De plus, des résultats opposés ont été trouvés en utilisant le méme
matériel biologique (les cellules K562) (Sathyamoorthy et al., 1997C] Kuribayashi et al.,
2002).

A ce jour, il n’existe pas de CGD liées a des mutations du géne codant pour p40"™*,
Cette protéine a toutefois été associée au complexe de la NADPH Oxydase. D’une part, parce
qu’elle est co-purifiée avec le facteur cytosolique p67°™™ et d’autre part, parce que sa présence
induit des effets sur ’activité oxydase. De plus, les patients atteints de CGD liée a une perte
de p67™*, perdent également p40™™™ (Tsunawaki et al., 1994). 1l existe donc un lien étroit

entre ces deux facteurs cytosoliques.

V Présentation des modules structuraux

Les facteurs cytosoliques qui composent le complexe de la NADPH Oxydase sont des
protéines modulaires. Parmi 1’ensemble des facteurs cytosoliques, il existe 5 types de
domaines différentsCle domaine TPR (TetratricoPeptide Repeat), le motif PP (PolyProline),
le domaine PX (PhoX), le domaine SH3 (Src Homology 3) et le domaine PB1 (Phox Bem1p)
(Figure 18). Ces modules conferent aux protéines des propriétés d’interaction de type
protéine/protéine ou protéine/lipide qui permettent la formation du complexe actif de la

NADPH Oxydase a la membrane.
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Figure 18: Les facteurs cytosoliquesCldes protéines modulaires. Il existe au sein de I’ensemble des facteurs
cytosoliques 5 types de modules différentsClle motif TPR (TetratricoPeptide Repeat), le motif PP (Poly-
Proline), le domaine PX (PhoX), le domaine SH3 (Src Homology 3) et le domaine PB1 (Phox Bemlp). La
région de p67°" soulignée en bleu correspond au domaine d’activation (199-210).

1- Le domaine TPR

Un motif TPR (TetratricoPeptide Repeat) est un motif de 34 acides aminés.

Au sein du complexe de la NADPH Oxydase, p67°™ est le seul facteur a posséder ce
type de motif dans sa séquence. Sa région N-terminale est composée d’une répétition de
quatre motifs TPR qui forme le domaine TPR de p67""**. Les trois premiers motifs (résidus 3-
36, 37-70, 71-104) sont contigus, alors que le quatrieme (résidus 121-154) est séparé du
troisieme par 16 résidus. La structure cristallographique haute résolution (1,8 A) de la région
N-terminale de p67™* (résidus 1-213), comprenant les quatre motifs TPR, a été résolue au

laboratoire (Grizot et al., 2001) (Figure 19).

Figure 19: Représentation en ruban de la structure cristallographique de la région N-terminale de p67°™"*

(résidus 1-213). Les quatre motifs TPR (TPR1, TPR2, TPR3 et TPR4) sont représentés du bleu au vert. La
région entre TPR3 et TPR4 forme deux brins f antiparalleles (en vert clair). La partie C-terminale est
représentée en rouge (Grizot et al., 2001, code PDBCI1HHS).
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Chaque motif TPR est constitué de deux hélices a antiparalleles. L’ensemble des
quatre motifs TPR de p67™* se structurent en super-hélice et forment un sillon hydrophobe.
L’insert de 16 résidus entre TPR3 et TPR4 n’affecte pas 1’organisation relative de TPR4 par
rapport aux trois autres motifs. Il forme un petit feuillet § qui sert de plateau pour I’interaction
avec Rac. La région C-terminale du domaine TPR de p67™* est bloquée dans le sillon
hydrophobe. Ceci permet de positionner le domaine d’activation qui se structure en courte

hélice a (Figure 19).

2- Le domaine SH3 (pour revue, Mayer, 2001)

Le domaine SH3 (Src Homology 3) est un petit domaine structural de 60 a 70 acides
aminés présent de facon ubiquitaire dans les cellules eucaryotes. Dans le génome humain,
plus de 500 domaines SH3 ont été identifiés. Ces domaines vont permettre des interactions de
type protéine/protéine dans une variété de processus biologiques. De nombreuses structures
de domaine SH3 ont été résolues par cristallographie ou par Résonance Magnétique
Nucléaire. L’une de ces structures est celle du domaine SH3 de la protéine Sem-5 (sex muscle
abnormal), du nématode Caenorhabditis elegans. Cette protéine est impliquée dans la
signalisation cellulaire, en particulier lors de la migration des cellules musculaires sexuelles.
La structure cristallographique a haute résolution (2A) du domaine SH3 C-terminal de Sem-5
est représentative des domaines SH3 en général (Figure 20) (Lim et al., 1994). Ces domaines
sont composés des mémes éléments structuraux. Ce sont des structures compactes, formées de
cinq brins 3 (Ba a Pe) organisés en deux feuillets 3 perpendiculaires de trois brins chacun, le
brin b étant a cheval sur les deux feuillets. Les extrémités N- et C- terminales sont proches
I’une de 1’autre et localisées a 1’opposé de la surface de liaison avec le ligand. Un domaine
SH3 peut donc étre inséré dans une protéine et avoir son site d’interaction accessible. Trois
boucles connectent les brins 3 entre eux. La plus grande est la boucle RT située entre les brins
Ba et Bb. Cette boucle est importante pour la spécificité de reconnaissance du motif PxxP
partenaire (Lim et al., 1994C1Feng et al., 1994). Deux autres boucles plus courtes, la boucle
n-Src et la boucle distale, connectent les brins Bb/fc et fc/Bd respectivement. Enfin, une
courte hélice 3,, sépare les deux derniers brins $d et e (Figure 20A).

Les domaines SH3 reconnaissent des séquences riches en proline, appelées

polyproline, détaillées dans la partie suivante. La surface d’interaction avec les motifs
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polyproline correspond a une surface concave hydrophobe peu profonde définie par des

résidus aromatiques conservés (Mayer, 2001) (Figure 20B).

A B

boucle n-Src

il

boucle distale N

Figure 20: Représentation en ruban de la structure cristallographique du domaine SH3 C-terminal, de la
protéine Sem-5, seul (A) et complexé (B) avec le peptide polyproline PPPVPPRRR dérivé de la protéine
mSos. (A) Les éléments de structure secondaire (brins fa a Be), les boucles ainsi que les extrémités N- et C-
terminales sont indiqués. (B) Le polyproline est représenté en bleu et les résidus du domaine SH3 en
interaction avec le PP en jaune (Lim et al., 1994, code PDBCI1SEM).

Au sein du complexe de la NADPH oxydase, I’ensemble des facteurs cytosoliques
possede au moins un domaine SH3 (Figure 18). La structure des domaines SH3 en tandem de
p47°* a été résolue par RMN et par diffraction des rayons X en complexe avec différents
ligands (Yuzawa et al., 2004C]1 Groemping et al., 2003). La structure du domaine SH3
C-terminal de p67™* a été résolue en solution en complexe avec le polyproline de p47°

phox seul et

(Kami et al., 2002). Enfin, la structure cristallographique du domaine SH3 de p40
en complexe avec le polyproline de p47™* a été résolue au laboratoire par Claire Massenet.
L’analyse de cette structure et des interactions SH3""/polyproline a différents stades de

phosphorylation feront 1’objet d’un chapitre de cette these.

3- Le motif polyproline
Les domaines SH3 se lient avec une constante de dissociation de I’ordre de la dizaine
de uM a des séquences protéiques riches en proline (ou polyproline). Ces séquences

contiennent tres souvent un motif consensus PxxP ou x est un acide aminé quelconque (Ren et

27



Introduction

al., 1993). La liaison SH3/polyproline est donc impliquée dans des interactions de type
protéine/protéine. Leur affinité modérée permet une dynamique d’interactions entre les
partenaires. C’est pourquoi, ce type d’interaction est fréquemment rencontré dans les voies de
transduction du signal.

Le motif polyproline forme une hélice de type II (PP;) dont I’orientation dépend des
résidus basiques qui encadrent ce motif. Il s’agit d’un polyproline de classe I lorsqu’ils sont
placés en N-terminal du motif PxxP (R/KxxPxxP) et de classe II lorsqu’ils sont placés du coté
C-terminal (PxxPxR/K) (Lim et al., 1994). La structure de I’hélice PP, est particuliere avec
trois acides aminés par tour. Elle peut etre visualisée comme s’enroulant autour d’un prisme
avec un résidu sur chaque arréte. L’une des faces de cette hélice interagit avec les résidus
hydrophobes présents a la surface du domaine SH3 (Figure 20B) alors que 1’autre arréte
permet de stabiliser 1’hélice PP;; (Pawson, 1995). La spécificité d’interaction SH3/Polyproline
peut étre déterminée par un résidu du motif polyproline ou du domaine SH3 ou encore, par
une séquence peptidique d’interaction additionnelle qui est attenante au polyproline (Mayer,

2001).

Les facteurs cytosoliques p47™* et p67”™* de la NADPH Oxydase possedent chacun
un motif polyprolinel *PQPAVPPRPSA’"" et **PLQPQAAEPPPRP*' respectivement. Il

existe également des motifs polyproline inclus dans les domaines PX de p47°"* et p40°",

4- Le domaine PX

Le domaine PX (PhoX) est un domaine de 120 acides aminés présent dans plus de 50
protéines humaines. Il reconnait la téte polaire de lipides membranaires de type
phosphoinositides (PtdIns). Les PtdIns different selon 1’état de phosphorylation de leur téte
polaire. Les domaines PX reconnaissent spécifiquement un type de PtdIns mais au sein de ces
domaines, il existe une grande diversité de PtdIns reconnu. L’architecture globale des
domaines PX est composée d’un feuillet § formé de 3 brins antiparalleles avec un sous-
domaine composé de 4 hélices o (Figure 21A et Figure 22A). La majorité de ces domaines
contiennent dans leur séquence un motif polyproline. Ils peuvent donc interagir avec des
domaines SH3. Ceci suggere un mode de régulation dans lequel le domaine PX serait
inaccessible aux lipides membranaires par une interaction avec un domaine SH3. Ce type de

régulation est d’ailleurs proposé pour p47”** (Karathanassis et al., 2002).
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Au sein du complexe de la NADPH Oxydase, un domaine PX est présent dans la
région N-terminale de p40™* (résidus 24-143) et de p47""* (résidus 4-125). Chacune de ces

protéines possede une spécificité pour des phosphoinositides différents.

4-a) Domaine PX de p40°"*

Le domaine PX de p40™ lie spécifiquement le phosphatidylinositol 3-phosphate
(PtdIns(3)P). Sa structure cristallographique a haute résolution (1.7A) 1ié au PtdIns(3)P,
représentée en surface, montre une poche chargée positivement dans laquelle le lipide
membranaire vient se loger (Bravo et al., 2001) (Figure 21B). Le domaine PX de p40™
possede un motif polyproline de classe II dont la séquence est *PTLPAK]”. Le facteur
cytosolique p40™* possede donc la séquence consensus de liaison & un domaine SH3 au

niveau de son domaine PX.

p40phox PX

Figure 2103 Structure cristallographique du domaine PX de p40™* co-cristallisé avec du
Phosphatidylinositol 3-Phosphate. (A) Représentation en ruban de la structure cristallographique du
domaine PX de p40"™* lié¢ au Phosphatidylinositol 3-Phosphate. La protéine est colorée du bleu (région
N-terminale) au rouge (région C-terminale). Les éléments de structure secondaire sont indiqués dont
I’hélice polyproline (PP,)). Les arginines conservées dans les domaines PX (R57, R58, et R105) sont
représentées en batonnets cyans et le Phosphatidylinositol 3-Phosphate (PtdIns(3)P) est représenté en
batonnets jaunes (Bravo ef al., 2001, code PDBEI1H6H). (B) Surface moléculaire du domaine PX de p40P**™
lié au Phosphatidylinositol 3-Phosphate. La surface moléculaire est colorée selon le potentiel
électrostatique. Les résidus basiques (en bleu) forment la poche qui interagit avec le lipide, représenté en
batonnets (Yaffe, 2002).

4-b) Domaine PX de p47°"™
Le facteur cytosolique p47°™™* a la particularité de posséder deux sites de liaison aux

lipides. Il peut ainsi interagir avec le phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate (PtdIns(3,4)P,) et
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I’acide phosphatidique ou la phosphatidyl-serine (Stahelin et al., 2002). Ces deux sites de
liaison fonctionnent indépendamment mais de facon coopérative. Les phosphoinositides étant

phosphorylés différemment, ceci suggere que le domaine PX de p47°"*

est capable d’intégrer
des signaux provenant de chemins différents de la phosphorylation des lipides (Yaffe, 2002).
La structure cristallographique a haute résolution (2A) du domaine PX de p47°", représentée
en surface, montre deux ions sulfate qui ont été co-cristallisés et qui représentent les deux
sites de liaison aux phospholipides (Karathanassis et al., 2002) (Figure 22B). Ces anions sont
situés dans des poches basiques séparées par une boucle qui pourrait permettre I’insertion du
domaine PX dans la membrane (Stahelin ez al., 2002). Entre ces deux poches, le domaine PX
possede également un motif polyproline de classe I dont la séquence est “RIIPHLP”. Le

facteur cytosolique p47°"* possede donc la séquence consensus de liaison 2 un domaine SH3

au niveau de son domaine PX.
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Figure 22: Structure cristallographique du domaine PX de p47°"*. Ce domaine a été co-cristallisé avec
deux ions sulfates provenant de la solution de cristallisation et qui représentent deux sites potentiels de
liaison a des phospholipides. (A) Représentation en ruban de la structure cristallographique du domaine
PX de p40™™™* avec les deux ions sulfates. La protéine est colorée du marron (région N-terminale) au bleu
(région C-terminale). Les éléments de structure secondaire sont indiqués dont I’hélice polyproline (PPy).
Les résidus situés dans la poche a phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate (PtdIns(3,4)P,) sont indiqués en
rouge et les résidus situés dans la poche d’interaction avec le second anion sont colorés en magenta. Les
deux anions placés dans les poches basiques sont représentés en CPK (Karathanassis et al., 2002, code
PDBLCI 107K). (B) Surface moléculaire du domaine PX de p47°™* lié aux ions sulfate. La surface
moléculaire est colorée selon le potentiel électrostatique. Les résidus basiques (en bleu) forment deux
poches qui interagissent avec les anions (représentés en batonnets) qui correspondent pour ’un au
phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate (P1(3,4)P,) et pour ’autre a ’acide phosphatidique (PA). Les deux
poches sont séparées par une protubérance qui peut étre la zone d’insertion dans la membrane (Yaffe,
2002).
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5- Le domaine PB1

Ce domaine permet des interactions de type protéine/protéine dans de nombreux
systemes biologiques. Cette famille grandissante de domaines structuraux n’était pas encore
clairement définie au début de mon travail de these. Lorsque je suis intéressée a I’interaction
entre la région C-terminale de p40™ et p67°", nous savions seulement que la région inter-
SH3 de p67°™* interagissait avec la région contenant le motif PC (PC pour Phox/Cdc24p) de
p40™™*, Puis, ces régions se sont précisées avec la découverte des domaines PB1. Une partie

de ce manuscrit sera consacrée a la présentation de ces domaines.

Au début de mon travail de these, les domaines qui composent les facteurs
cytosoliques de la NADPH Oxydase sont donc bien définis, exceptés les domaines PB1 de
p40P** et p67™*. Chacun de ces modules structuraux possede des propriétés d’interaction

étroitement liées avec leur role au sein de la NADPH Oxydase et du processus d’activation.

VI Activation du complexe de la NADPH Oxydase

Nous avons vu que les facteurs cytosoliques sont des protéines modulaires, dont les
modules structuraux permettent le plus souvent des interactions de type protéine/protéine.
Plusieurs interactions entre les modules des facteurs cytosoliques ont été décrites in vitro. Ces
interactions, étroitement liées au role de chaque facteur cytosolique dans le fonctionnement de
I’oxydase, vont étre présentées ici. Nous verrons ensuite les voies de signalisation qui
conduisent a I’activation de la NADPH Oxydase, comment se traduit cette activation et quels

sont les mécanismes moléculaires mis en évidence a ce jour.

1- Interactions possibles entre les facteurs cytosoliques et identification du role

des composants de I’oxydase
Dans le neutrophile au repos, les facteurs cytosoliques peuvent interagir entre eux par
le biais de leurs domaines structuraux. A 1’heure actuelle, il est encore difficile de donner avec
certitude 1’organisation exacte des protéines entre elles. Cependant, de nombreuses
interactions possibles entre les modules sont décrites, et certaines permettent d’identifier le

role des facteurs cytosoliques dans I’activité oxydase.
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Il existe deux types d’interaction entre les facteurs cytosoliquesCldes interactions de
type SH3/PP entre p47™"* et p40™™™ et entre p47"™"* et p67°™™ et une interaction de type
PB1/PB1 entre p40™™ et p67* (Figure 23). Les interactions présentées ci-dessous ont été

mises en évidence par des techniques in vitro.
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Figure 23: Interactions au sein du complexe de la NADPH Oxydase. La séquence des modules PX (PhoX),
SH3 (Src Homology 3), PP (PolyProline), PB1 (Phox Bemlp) et TPR (TetratricoPeptide Repeat) des
différents facteurs cytosoliques est délimitée. Les * correspondent aux sites de phosphorylation, la zone
soulignée en bleu au domaine d’activation (199-210) et les interactions sont schématisées par des fleches.

1-a) Interactions et role du facteur cytosolique p47°"*

Le facteur cytosolique p47"™™* possede plusieurs sites d’interaction au sein du
complexe de la NADPH Oxydase. Au repos, il est capable d’interagir avec le domaine SH3
de p67ph"" par son motif polyproline (Leto et al., 1994C1Finan et al., 1994C] Dorseuil et al.,
1996). Une fois activé, il possede un site d’interaction pour le flavocytochrome bssg, plus

précisément pour la sous-unité p22™ (Leto et al., 1994). Cette interaction met en jeu le
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tandem de domaines SH3 de p47"™ et une séquence cytoplasmique riche en proline
(polyproline) de p22°"** (Groemping et al., 2003).

La protéine p47"™"* est capable d’aller seule 4 la membrane pour interagir avec p22°*,
indépendamment des autres facteurs cytosoliques (Okamura et al., 1990C]I Uhlinger et al.,
1993). De plus, in vitro comme in vivo, p47"" est nécessaire 2 p67™™ pour &tre transloquée a
la membrane (Uhlinger et al., 19931 Heyworth et al., 1990). Ceci suggere que p47™ est la
sous-unité cytosolique principalement responsable du transport des facteurs cytosoliques

au flavocytochrome b.,.

Le facteur p47*™"* a également deux sites d’interaction pour des lipides membranaires
par le biais de son domaine PX. L’un des sites est spécifique du phosphatidylinositol 3,4-
bisphosphate (PtdIns(3,4)P2) et le second de 1’acide phosphatidique ou de la phosphatidyl-
sérine (Stahelin et al., 2002). Ces sites seraient accessibles aux phosphoinositides uniquement
apres 1’activation de I’oxydase. Ces interactions pourraient participer a la translocation de
p47""* a la membrane et ainsi jouer un role crucial dans ’assemblage d’une oxydase
fonctionnelle (Ago et al., 2002).

De plus, in vitro, I’activité oxydase peut-&tre reconstituée en absence de p47*"* mais a
haute concentration de p67™ et de Rac. Le facteur cytosolique p47™ n’est donc pas
absolument nécessaire a 1’activité oxydase (Freeman and Lambeth, 1996). Néanmoins, p47phox
augmente 1’affinité de p67™* et de Rac pour le cytochrome bss,. Ceci renforce 1’idée que
p47°"* a un role dans ’assemblage du complexe et qu’il semble servir d’adaptateur pour

permettre aux facteurs cytosoliques d’interagir avec la membrane.

1-b) Interactions et role du facteur cytosolique p67°"™

phox

La protéine p67™* est le seul facteur cytosolique qui interagit simultanément avec les
deux autres facteurs au repos. Sa région C-terminale permet en effet des interactions de type
SH3/PP et PB1/PB1 respectivement avec p47°" et p40°™,

La région N-terminale de p67*"* possede un domaine d’activation (résidus 199-210)
nécessaire pour stimuler la production de ROS en systeme acellulaire (Han et al., 1998). Ce
domaine semble interagir directement avec le flavocytochrome bss; pour intervenir dans la
régulation du transfert d’électrons du NADPH au FAD (Nisimoto et al., 1999). Cette
région contient également un site de liaison a Rac, situé entre les motifs TPR3 et TPR4. Cette

interaction Rac/p67™" serait cruciale pour la formation du complexe actif (Lapouge et al.,

2000).
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1-c) Interactions et rdle du facteur cytosolique p40°™™
Le facteur cytosolique p40™ est capable d’interagir avec p67™" par son domaine PB1
(Ito et al., 2001) et avec p47™* par son domaine SH3 (Fuchs et al., 1995). Cependant, sa
fonction au sein du complexe de la NADPH Oxydase reste sujette a discussion. Certaines
équipes proposent pour p40™™* un rdle d’activateur de 1’oxydase et d’autres suggerent plutot

un role d’inhibiteur.

Plusieurs publications suggerent que p40”™* est un activateur de I’oxydase.

Il a tout d’abord été montré qu’un anticorps anti-C-terminal de p40™ (correspondant
aux résidus 325-339) inhibait I’interaction p40™>/p67** et diminuait jusqu’a 55% la
production d’ions O,~ en systeme acellulaire. p40*** serait donc impliqué dans I’activation de
la NADPH Oxydase en interagissant avec p67*"** par sa région C-terminale (Tsunawaki et al.,
1996).

De plus, un effet significatif de p40™ a été observé dans I’activation de I’oxydase en
systeme acellulaire et sous certaines conditions. Ce facteur augmente ’activité oxydase et ce,

probablement en accroissant 1’affinité de p47°"*

pour le flavocytochrome b (Cross, 2000).
Enfin, il a été montré que p40™ augmente la translocation & la membrane de p67™" et
de p47"™™ dans des cellules K562 stimulées, sauf lorsque 1’interaction p40”">/p67™" est
interrompue (Kuribayashi et al., 2002). p40™* potentialiserait donc le recrutement a la
membrane, orchestré par p67*. En effet, p40™™* n’est pas nécessaire a 1’activité oxydase

(Abo et al., 1992) et p47"** est responsable du transport a la membrane de p67°".

Inversement, plusieurs publications proposent pour p40” un role d’inhibiteur de
I’activité oxydase.

Tout d’abord, Sathyamoorthy et al., en travaillant avec le méme systeme que
Kuribayashi et al., suggerent des résultats opposés. En effet, ces auteurs montrent que des
cellules K562 exprimant les facteurs cytosoliques p47°"*, p67*"* et p40"™ produisent moins
d’ions superoxydes (diminution de 35%) qu’en absence de p40™*. De plus, lorsque p40""* est
réduit 2 son domaine SH3, cette diminution atteint 60%. Le domaine SH3 de p40™*
exercerait donc une régulation négative de I’activité oxydase. Or, le domaine SH3 de p40™™
interagit avec le motif polyproline de p47™, tout comme le domaine SH3 C-terminal de
p67™"*. Les auteurs appuient donc 1’hypothese d’une compétition entre le domaine SH3 de
p40P** et celui de p67™™* pour le polyproline de p47*™"* afin de moduler ’activité oxydase

(Sathyamoorthy et al., 1997).
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L’activité oxydase a ensuite été testée en systeme acellulaire, composé de cytochrome
bsss purifié et de cytosol provenant soit de patients sains, soit atteints de CGD liée a une
déficience en p67™ et donc en p40*™. L’ajout au systeme de p67°"* recombinant permet de
reconstituer ’activité oxydase. Par contre, 1’ajout consécutif de p40”™™* recombinant diminue
I’activité oxydase de fagcon dose-dépendante (Vergnaud et al., 2000).

Enfin, un effet inhibiteur de I’activité oxydase a été montré pour p40™ lorsqu’il est

phosphorylé (Lopes et al., 2004).

Malgré une grande confusion quant au mode de régulation de la NADPH Oxydase,

I’ensemble des auteurs s’accordent pour attribuer a p40™™* un role de régulateur du complexe.

1-d) Interactions et role de la petite protéine G Rac

Pour mémoire, Rac est cytosolique uniquement lorsque la cellule est au repos. La
petite protéine G se trouve dans sa conformation active lorsqu’elle lie une molécule de GTP et
inversement, elle est sous sa forme inactive lorsqu’elle contient du GDP. Ainsi, in vitro,
I’activité oxydase augmente en présence de GTPyS et diminue lorsque du GDPfS est ajouté,
GTPyS et GDP@S étant respectivement des analogues non-hydrolysables du GTP et du GDP
(Ligeti et al., 1988).

De plus, I'interaction de Rac-GTP avec les motifs TPR de p67°™* semble cruciale pour
former le complexe actif de I’oxydase (Koda et al., 1999CILapouge et al., 2000).

Ces €éléments montrent que la petite protéine G Rac est impliquée dans 1’activation de

la NADPH Oxydase et ce de facon concomitante avec le facteur cytosolique p67™™*.

2- Voie de signalisation conduisant a I’activation de la NADPH Oxydase
(pour revues Bokoch, 1995C1Boulay, 1997)

Les voies de transmission du signal d’activation de la NADPH Oxydase sont
nombreuses et complexes mais il est possible de dégager quelques voies de signalisation.

Sur le site d’un foyer d’infection ou d’inflammation, des molécules activatrices,
appelées chimioattractants, sont produites. Ces molécules vont se lier a des récepteurs a 7
hélices transmembranaires présents a la surface des neutrophiles (Figure 24). Des mécanismes
complexes sont alors déclenchés. Ils conduisent au recrutement des neutrophiles sur le lieu de

I’infection, a la phagocytose, la dégranulation et 1’activation du complexe de la NADPH
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Oxydase. Une fois le chimioattractant li€ sur son récepteur, la protéine G hétérotrimérique
afy associée au récepteur, est activée. A ce niveau, deux principales voies d’activation se

dégagent.

Récepteur chimiotactique a

/ 7 hélices transmembranaires

MAPK | € | pkc | € |

Activation du complexe
de la NADPH oxydase

v

Figure 24: Voies de signalisation conduisant a ’activation de la NADPH Oxydase. AbréviationsC PLC,
phospholipase C ; PIP2, phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate ; DAG, diacylglycerol ; IP3, inositol
trisphosphate, PKC, protéine kinase C; MAPK, Mitogen-Activated Protein kinase, PLA2, phospholipase
A2 ; AA, acide arachidonique ; PI3-K , phosphatidylinositol 3-kinase ; PIP3, phosphatidylinositol 3,4,5
trisphosphate.

La premiere est dite la voie «[dlassiqueld. La protéine G se dissocie en sous-unité o,
liée au GTP, et en dimere fy. Ce dimere va activer la phospholipase C (PLC) qui transforme
le phosphatidylinositol 4,5 bisphosphatedd(PIP,) en inositol triphosphate (IP;) et en
diacylglycérol (DAG). Ces molécules sont des messagers secondaires importantsCl 1’IP3
permet la mobilisation du Ca** intracellulaire et le DAG agit avec le Ca** pour activer les
différentes isoformes de la protéine kinase C (PKC) (Figure 24). L’activation des PKCs et des
protéines sensibles au Ca®* catalyse la phosphorylation des protéines impliquées dans
I’activation du neutrophile, notamment des composants du complexe de la NADPH Oxydase
(Dewas et al., 2000C1Dang et al., 2001C1Dewas et al., 2003). L’activation des PKCs permet

également ’activation d’autres kinases comme les MAPKs (Mitogen-Activated Protein
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kinase) qui sont aussi impliquées dans des phosphorylations au sein de la NADPH Oxydase
(Dewas et al., 2000). Ces MAPKs vont activer la phospholipase A2L1PLA?2) qui permet la
production d’acide arachidonique (AA), un amphiphile capable d’activer la formation d’ions
superoxyde par la NADPH Oxydase (Figure 24). En effet, la présence d’inhibiteurs de la
PLA?2 suppriment simultanément la production d’AA et I’activation de la NADPH Oxydase
(Dana et al., 1994).

Une autre voie de signalisation passe par I’activation de la phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3-K) (Figure 24). La PI3-K catalyse la phosphorylation du lipide
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,) pour former le phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate (PIP;). Le PIP, formé active les facteurs d’échange (Vav et Sos-1, pour revue
Scita et al., 2000) de la petite protéine G Rac, impliquée dans 1’activation de la NADPH
Oxydase.

3- Activation du complexe de la NADPH OxydaseClassemblage a la membrane
Une fois le neutrophile recruté sur le lieu de ’infection par I'une des voies présentées

ci-dessus, le complexe de la NADPH Oxydase est activé.

Dans la cellule au repos, les composants solubles p67°", p47°", p40"™* et la petite
protéine G Rac sont dans le cytoplasme. Il est généralement admis qu’in vitro, les facteurs
cytosoliques recombinants forment un complexe de stoechiométrie 1CICN (Lapouge ef al.,
2002). La petite protéine G, quant a elle, se trouve a I’état soluble par son interaction avec le

GDP Dissociation Inhibitor (GDI) (Figure 25).

L’activation du complexe de la NADPH Oxydase se traduit par plusieurs événements
(Figure 25). Le premier correspond a la phosphorylation de p47™, méme si p67°" et p40°™"™*
sont également phosphorylés (Grandvaux et al., 2001). p47*"* subit des phosphorylations au
niveau de sérines situées dans sa région C-terminale. Les kinases qui réalisent ces
phosphorylations sont essentiellement de type PKC (Dewas et al., 2000C1Dang et al., 2001C]
Dewas et al., 2003C1Quinn MT and Gauss KA, 2004). La protéine p47phox est donc le facteur
cytosolique qui va «[Sentirld I’activation grace a ses nombreuses phosphorylations.

Puis, suite a des changements conformationnels, les facteurs cytosoliques sont

transloqués a la membrane pour interagir avec le flavocytochrome bss, et permettre ainsi le

flux d’électrons du NADPH jusqu’a I’oxygene du phagosome.
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Simultanément mais indépendamment du transport des facteurs cytosoliques, la petite
protéine G Rac se dissocie du GDI. Sous sa forme active liée au GTP, elle va interagir avec la

membrane grace a sa chaine hydrophobe (Abo et al., 1994).
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Figure 25: Représentation schématique de I’activation du complexe de la NADPH Oxydase. Au repos, le
complexe est composé d’une partie membranaire, le flavocytochrome by, de facteurs cytosoliques et
d’une petite protéine G Rac soluble. Lorsque le complexe est activé, certains facteurs cytosoliques,
essentiellement p47™*, sont phosphorylés, les facteurs cytosoliques sont transloqués au flavocytochrome
bsss et Rac interagit avec la membrane.
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4- Mécanismes moléculaires mis en jeu lors de I’activation

Au repos, le facteur cytosolique p67”* est le seul capable d’interagir simultanément
avec les deux autres facteurs cytosoliques. D’une part, p67”* interagit avec p40*™™* via leurs
domaines PB1 respectifs (Figure 26). Cette interaction est supposée constitutive lors de
I’activation. D’autre part, p67°* interagit avec le motif polyproline C-terminale de p47™ via
son domaine SH3 C-terminal (Figure 26). Cette interaction est, quant a elle, nécessaire a la

phox

translocation des facteurs cytosoliques a la membrane. Le facteur cytosolique p47™" se

trouve au repos dans une conformation fermée dite d’auto-inhibition (Figure 26).

x p67phox
Nl 5% V7

Figure 26C]Interactions au sein du complexe ternaire de la NADPH Oxydase au repos. Ces interactions
ont été observées in vitro (Ito et al., 2001C1Lapouge et al., 2002).

Cette auto-inhibition est réalisée par ’interaction intramoléculaire entre les domaines
SH3 de p47™™* et sa région polybasique ou AIR (pour Auto-Inhibitory Region, riche en
résidus arginine et lysine) (résidus 292-340). La structure cristallographique de la partie de
p47°* (156-340) comprenant les deux domaines SH3 et la région AIR a été résolue
(Groemping et al., 2003C] Yuzawa et al., 2004). Les domaines SH3 en tandem forment un
sillon dans lequel la séquence *’GAPPRR*” de la région d’auto-inhibition vient se loger en se
structurant en hélice de type PP, (Figure 27 A). Cette conformation auto-inhibée empéche les
domaines SH3 de p47™* d’interagir avec le motif polyproline de p22™* et donc le transport

des facteurs cytosoliques a la membrane.
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Figure 27: Structures cristallographiques des deux domaines SH3 de p47°"* en tandem. (A) structure de
la région 156-340 de p47°™* qui comprend les deux SH3 avec le domaine polybasique (292-340) (code
PDBLIING?2). Cette structure correspond & la conformation auto-inhibée de p47™*. Les domaines SH3 N-
et C- terminaux sont respectivement en bleu (SH3,) et rouge (SH3;) et la région polybasique en jaune. (B)
structure des deux domaines SH3 de p47™™ en complexe avec un peptide correspondant i la région
cytoplasmique (149-166) de p22°™* (code PDBLE 10V3). Cette structure représente la conformation
«dctived de p47°"™ en interaction avec p22°*** membranaire. Les domaines SH3 N- et C- terminaux sont
respectivement en vert (SH3,) et rouge (SH3;) et la région polybasique en jaune. (Groemping et al., 2002).

Lors de I’activation de la NADPH Oxydase, p47° subit de nombreuses phosphorylations
dans sa région C-terminale qui comprend la région polybasique et le motif polyproline
(Fontayne et al., 2002). Les phosphorylations de la région polybasique, sur les sérines 303,
304 et 328, entrafneraient un changement conformationnel de p47™ et, par un effet de
charge, cette région se dissocierait des domaines SH3. Les SH3 seraient alors libres pour
interagir avec le motif polyproline de la sous-unité membranaire p22”. La structure
cristallographique de la région 156-285 de p47°" comprenant les deux domaines SH3, a été
résolue en complexe avec un peptide qui correspond a la région cytoplasmique de p22°"
(149-166) contenant le site d’interaction a p47"™* (Groemping et al., 2003). Cette structure
révele que le motif **NPPPRP'” de p22" se positionne de la méme fagon que la région
polybasique (*’GAPPRR*?) de p47°™*. Il se place dans le sillon formé a ’interface des deux
SH3, en adoptant également une structuration en hélice PP, (

Figure 27 B).

phox phox

Une fois activé, p47™* est capable d’interagir avec p22™** par ses domaines SH3 mais
aussi avec des lipides membranaires par son domaine PX. De la méme facon que les
domaines SH3 sont masqués par la conformation fermée de p47°", pour éviter I’ interaction
avec p22™, le domaine PX doit également &tre masqué. Il a été montré, par une étude en

biochimie et en RMN, que le domaine PX de p47""* (qui contient un motif polyproline) est
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capable d’interagir avec le domaine SH3 C-terminal de p47™**. Cette interaction se réalise par
des régions de contact classique entre un domaine SH3 et son motif polyproline ligand
(Hiroaki et al., 2001). Une régulation de la capacité du domaine PX a interagir avec les
membranes peut étre envisagée par une interaction intra-moléculaire avec le domaine

C-SH3"" a méme de masquer le site d’interaction avec les lipides (Figure 28).

%

Proline-rich
Domain

Dol
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Domains

Figure 28: Changements conformationnels du facteur cytosolique p47*™* induits par les phosphorylations
réalisées lors de D’activation du complexe de la NADPH Oxydase. Les phosphorylations (P) (ou la
neutralisation des charges par les amphiphiles de type SDS ou acide arachidonique (AA)) se situent au
niveau de la région polybasique de p47°"* (+++). Elles permettent de démasquer des sites de liaison
laissant p47°"™ interagir avec la membrane par son motif PX et avec p22°"* par ses domaines SH3 (Quinn
and Gauss, 2004).

Lors de I’activation de la NADPH Oxydase, p47°" passe donc d’une conformation
fermée a ouverte. A ce jour, aucun élément ne permet de dire si les facteurs cytosoliques
p67™* et p40P™™* subissent également des réarrangements structuraux et/ou si une

réorganisation du complexe ternaire a lieu au cours de 1’activation.

VII Objectifs

La dynamique des interactions entre les composants cytosoliques, conduisant a
I’activation de la NADPH Oxydase, est principalement régie par des interactions de type
SH3/polyproline et PB1/PB1.

Au début de mon travail de these, il n’existait aucune information structurale sur
linteraction p67°™*/p40°™*. Seules les régions d’interaction étaient identifiées pour chaque

protéine. Rien ne laissait penser qu’il s’agissait de modules structuraux plus génériques. Je me
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N

suis donc intéressée a 1’aspect structural de I’interaction p67°"/p40P™, I’objectif étant
d’obtenir des informations sur le mode d’interaction de ces deux protéines.

Un autre aspect de mon travail est consacré a 1’étude de la dynamique d’interaction au
sein du complexe ternaire de la NADPH Oxydase. De nombreuses interactions entre les
modules des facteurs cytosoliques ont été décrites in vitro. Cependant, au repos, seules
certaines de ces interactions sont effectives entre les protéines solubles. Cette différence entre
les interactions possibles et celles présentes au repos, suggere des réorganisations au sein du
complexe ternaire lors de I’activation, comme cela a été observé pour p47°™. Ainsi, le motif
polyproline C-terminal de p47°™ est capable d’interagir soit avec le domaine SH3 C-terminal
de p67™, soit avec le domaine SH3 de p40™. Lors de l’activation, p47™ subit de
nombreuses phosphorylations, notamment au niveau de ce motif polyproline. Nous avons
donc étudié la dynamique d’interaction entre les trois facteurs cytosoliques, a travers
I’interaction SH3/polyproline, lors de 1’activation de 1’oxydase. Pour cela, nous avons
conjugué I’analyse des structures des domaines SH3 de p67™** et p40™™* en complexe avec le
polyproline de p47™*, avec des mesures d’affinité entre ce motif polyproline et ses domaines
SH3 partenaires. Ce travail a été réalisé a différents degrés de phosphorylation des sérines de

phox

la région C-terminale de p47™, c’est-a-dire en mimant les premieres étapes du processus

d’activation.
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Etude structurale des domaines PB1 de p67°"™ et p40°"™

Dans la cellule au repos, il est généralement admis que les facteurs cytosoliques
po7™'*, p40P™* et p47°" forment un complexe ternaire (1CIEL) dans lequel p47™ est dans

une conformation fermée (Figure 1).

Km
8l
=
s
75}

* p67phox

Nta [V 1o%’

Figure 11 Modele des interactions entre les facteurs cytosoliques au repos, décrites in vitro (Ito et al.,
2001G1Lapouge et al., 2002).

Au sein de ce complexe, les protéines interagissent par le biais de leurs modules. Deux
sortes d’interaction existent entre les facteurs cytosoliquesCld’une part, des interactions de
type SH3/polyproline, et d’autre part, une interaction de type PB1/PB1. Au cours de ma these,
nous avons étudié ces deux types d’interaction. D’une part, nous nous sommes intéressés a la
liaison entre le motif polyproline de p47™ et ses deux partenairesC le domaine SH3
C-terminal de p67™™ et le domaine SH3 de p40™*. Ce travail a été centré sur des aspects
fonctionnels des interactions SH3/polyproline. D’autre part, nous avons étudié 1’interaction
entre les domaines PB1. Cette interaction est présente qu’une seule fois au sein du complexe
ternaire. Elle permet I’interaction entre les facteurs cytosoliques p67™"™ et p40P™>*, essentielle a

I’activité oxydase. Cette étude revet, quant a elle, un aspect plus structural.

I Importance de D’interaction p67°"*/p40°"* au sein du complexe de la NADPH Oxydase

Dans le complexe de la NADPH Oxydase, il existe une seule interaction impliquant
les modules PB1. Il s’agit de I’interaction entre le domaine PB1 de p67™* (résidus 345-428)
et le domaine PB1 C-terminal de p40™* (résidus 237-329). L’interaction entre p67™* et
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p40P** est forte (environ 10@M) (Lapouge et al., 2002) et se réalise uniquement via les
domaines PB1*’ et PB17.

Outre I’affinité tres élevée entre ces deux protéines, plusieurs observations tendent a
montrer que cette interaction p67°™**/p40P™* est constitutive. Tout d’abord, p40™ est
co-purifié avec p67™* a partir du cytoplasme de neutrophiles (Wientjes et al., 1993). De plus,
les patients atteints de CGD due a une perte de p67°"* perdent également p40™™* (Tsunawaki
et al., 1994). Ces deux protéines semblent donc étroitement liées dans la cellule au repos. Ces
deux facteurs cytosoliques, réduits & la région C-terminale de p40™* et a la région inter-SH3
de p67™, complexés et incubés avec une forte dose d’acide arachidonique, double de celle
nécessaire pour 1’activation de la NADPH Oxydase, restent associés. Ceci suggere que
I’interaction est maintenue lors du processus d’activation, au moins in vitro (Nakamura et al.,
1998).

L’importance de 1’interaction p67°"*/p40°** pour I’activité oxydase a été soulignée par
trois résultats majeurs. Premierement, un anticorps dirigé contre la région C-terminale de
p40P** (résidus 325-339) dissocie I’interaction p67”*/p40™. Cela conduit a une forte
diminution de la production d’ions superoxydes (Tsunawaki et al., 1996). Deuxiemement,
p40™™* augmente I’activité de la NADPH Oxydase en facilitant le recrutement & la membrane
de p67°™™* et p47""* via ’interaction PB17*/PB17 (Kuribayashi et al., 2002). Troisiemement,
un cas de CGD associée a une mutation dans le géne codant pour p67°™ dans la région
correspondant au domaine PB1 de p67°"* a été identifié. Cette mutation entraine la séparation
des facteurs cytosoliques p67™* et p40™™*. Une forte diminution de I’activité oxydase a été
observée pour ce mutant en systeme acellulaire (Noack ez al., 1999C1Patino et al., 1999). Ces
données biochimiques et génétiques soulignent I’importance de 1’interaction entre p67™* et
p40P"* pour 1’activité oxydase et ce, malgré 1I’absence de mutation CGD identifiée a ce jour

dans p40°™™,

II Identification des domaines PB1

En 2001, au début de mon travail de these, il était bien établi que dans la cellule au
repos, p40"h°x est associé a p67"h°" (Someya et al., 1993C1Wientjes et al., 1993C1 Tsunawaki et
al., 1994). Cette interaction impliquait la région C-terminale de p40" (Fuchs et al., 1996L]
Wientjes et al., 1996CITsunawaki et al., 1996), notamment les résidus 260 a 339 (Fuchs et al.,
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19961 Nakamura et al., 1998) et la région située entre les deux domaines SH3 de p67™
(appelée inter-SH3) (Fuchs et al., 1996C1Nakamura et al., 1998) (Figure 2).

Par des expériences de mutagenese dirigée sur ces deux régions et en utilisant le
systeme du double hybride, Nakamura et al. (1998) ont montré que la région C-terminale de
p40P"* est importante pour une interaction forte et stable avec la région inter-SH3 de p67°"

(résidus 301-460).

3 154 240 297 457 514 26
X 1
po7™ rpp BE-[SH3 SH3
24 143 170 227 282 309 239
X 1
e [ - [5¥8 re

Figure 201 Représentation des facteurs cytosoliques p67°™* et p40™>™. Les régions soulignées en bleu
correspondent aux zones d’interaction p67*"**/p40°™>,

PhoX ont abouti a

Des recherches de séquences analogues a la région C-terminale de p40
la mise en évidence d’un motif d’une vingtaine d’acides aminés, riches en résidus acides,
conservé au sein de protéines de signalisation comme Cdc24p (Nakamura et al., 1998)
(Figure 3). Cette séquence consensus fut appelée motif PC a cause de sa présence au sein des

protéines Phox (p40°"*) et Cdc24p.

p40°™* (humain)  2*’DIALNYRDAEGDLVRLLSDEDVALMVRQ®"’
Cdcd24p (levure)  ®ITKIKY|QDEDGDFVVLGSDEDWNVAKEM®*°
Scd1 (levure) 782RVRLKY[VDEDGD[F I T I T|SDEDVLMAFET®%°
MEKS5 (humain) ST TAFE|YEDEDGDR I TVRSDEEMKAMLSY
p62 (humain) 62GFQAH§R DEDGD|LVAFS|SDEELTMAMSY??

Figure 3C]1Alignement de séquences de motifs PC. Les résidus encadrés et grisés sont conservés.

Afin d’examiner le role du motif PC de p40ph°", les résidus conservés (Y287, D289,
E291, G292, D293, S299, D300, E301, D302) ont été mutés. Ces mutations inhibent
fortement voire completement 1’interaction de la région C-terminale de p40™ avec la région
inter-SH3 de p67™. Le motif PC a donc été directement impliqué dans 1’interaction avec

p67°* (Nakamura et al., 1998).

La protéine Cdc24p de la levure possede également un motif PC dans sa région

C-terminale. Elle a pour partenaire d’interaction la protéine Bemlp. Un travail de
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caractérisation de l’interaction entre la région qui contient le motif PC (PCCR pour PC
Containing Region) et sa protéine partenaire met en parallele les couples Cdc24p/Bemlp et
p40P***/p67***. Un domaine commun a Bemlp et p67™, a été identifié. Ce domaine
correspond a la région minimale essentielle pour I’interaction avec le PCCR partenaire. 11 est
appelé PB1 pour Phox/Bemlp.

Par des analyses de séquences, le domaine PB1 a été recherché au sein de protéines
capables d’interagir avec une protéine possédant un PCCR (Ito et al., 2001). Ce travail n’a
révélé qu’une modeste homologie de séquences entre ces protéines. Il ne met en lumiere
qu’une seule lysine strictement conservée et de courtes portions avec quelques acides aminés

conservés (Figure 4).

428

p6wmx3“KLSVPMPYTLEVHYKYTVVMKTQPG—LPYSQVRDMVSKKLELRLEHTKLSYRPRDSNELVPLSEDSMKDAWGQVKNYCLTLWCEN

4717

Bemlp STSGLKTTKIEFYYKDDIFALMLKGDTTYKELRSKIAPRIDT——DNFKLQTKLFDGSGEE—IKTDSQVSNIIQAKLKISVHDI%;

534

scd2 453PTTAGSTCKVHVRLGDETFALRVPSDISFEDFCERLTNKLG———ECEHLSYRDTNANKVLPLNNVDDLRKACSQESGVLLFAERR
PKC_ QMEGSGGRVRLEAHYGGDIFITSVDAATTFEELCEEVRDMCRLH—QQHPLTLKWVDSEGD—PCTVSSQMELEEAFRLARQCRDEVL%

Figure 4C1 Alignement de séquences de domaines PB1 (Ito et al., 2001). Les séquences indiquées
proviennent de protéines humaines (p67°™ et PKC_) et de levure (Bemlp et Sdc2). Les résidus surlignés
en gris sont conservés et la lysine strictement conservée est encadrée. Les résidus dont la fonction est
conservée sont en gras.

La pertinence de cet alignement de séquence a été€ vérifiée en mutant la lysine
strictement conservée dans Bem1p (K482A) et dans p67™"* (K355A). Leur interaction avec le
PCCR correspondant a été testée. Ces mutations abolissent completement les interactions
entre les partenaires (Ito ef al., 2001). De plus, I’interaction entre le domaine PB1 de BemIp
et le PCCR de Cdc24p a été caractérisée par RMN (Terasawa et al., 2001). La lysine
strictement conservée au sein du domaine PB1 de Bemlp se situe dans la zone d’interaction
avec le PCCR de Cdc24p (Figure 5). La délimitation des régions en interaction avec un

PCCR, réalisée précédemment, semblait donc avoir un sens.
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Figure 5CIStructure RMN moyenne du domaine PB1 de Bem1p. Les résidus qui sont fortement affectés
par ’interaction avec le PCCR de Cdc24p (y compris la lysine 482) sont en batonnets jaunes et la lysine
482 en batonnets oranges (Ito ef al., 2001, code PDBCI1IPG).

Au début de mon travail de these, le domaine PB1 est donc défini comme la région
capable d’interagir avec le PCCR de la protéine partenaire. Ainsi, la région d’interaction de
p67"* avec le PCCR de p40™* est désormais délimitée au domaine PB1 situé entre les deux
domaines SH3. Lors du déroulement de cette these, il s’est avéré que les régions contenant un
motif PC (PCCR) pouvaient aussi étre classées au sein des domaines PB1. C’est pourquoi,
dans la suite de ce travail, j’utiliserai le vocable PB1 pour la région d’interaction des deux

facteurs cytosoliques p67™* et p40P™*,

III Objectifs

Au cours de ces trois dernieres années, le nombre de protéines possédant un domaine
PB1 a augmenté considérablement. Or, au début de mon travail, aucune information a
I’échelle moléculaire était connue sur ces domaines. Il nous a donc semblé important de
commencer 1’étude structurale de cette famille émergente de modules structuraux afin de
mieux comprendre leur mode d’interaction et leur spécificité d’interaction. Le complexe de la
NADPH Oxydase a été€ 1’un des premiers systemes biologiques a révéler la présence de
domaine PB1 au sein des ses composants. De plus, I’interaction entre les facteurs cytosoliques
p40P** et p67™™, via leur domaine PB1, est essentielle au bon fonctionnement de 1’oxydase.
Au début de ce travail, seul le domaine PB1 de p67"h°" était délimité et identifié comme le

domaine d’interaction de la région de p40"™* comprenant le motif PC (PCCR). Nous avons
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donc entrepris 1’étude structurale de ces régions de p67™ et p40™™ seuls et en complexe.
Notre but était d’obtenir des informations structurales, d’identifier leur mode d’interaction, les
résidus importants pour que cette interaction soit stable lors de I’activation, ainsi que les

résidus permettant la spécificité d’interaction.
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IV Cristallogenese des domaines PB1 de p67°"™ et p40°"™

Nous avons entrepris 1’étude structurale de ces régions seules ou en complexe. Le
facteur cytosolique p67°" étant le seul capable d’interagir simultanément avec les deux autres
facteurs cytosoliques, il possede un rdle pivot au sein de la NADPH Oxydase. J’ai donc
commencé mon travail par 1’étude structurale de la région C-terminale de p67°™"* impliquée

dans D’interaction avec p40"™

. La technique envisagée pour cette étude structurale fut la
cristallographie par diffraction des rayons X, couramment utilisée au laboratoire. Les
premieres étapes du travail ont donc consisté au clonage des genes codant pour les régions
C-terminales de p67™ et p40™, a la surproduction des protéines dans E. coli puis a leur

purification.

1- Cristallogenese de la région C-terminale de p67*"™
1-a) Région C-terminale de p67°"™
Au tout début de ce travail, avant que les domaines PB1 soient identifiés, nous savions
que p67°™ interagissait avec p40""** par sa région située entre ses deux domaines SH3 (Figure
6). La structure de la région N-terminale de p67™* (résidus 1 a 213), comprenant le domaine
d’activation, avait été résolue au laboratoire par cristallographie aux rayons X (Grizot et al.,
2001). Nous avons donc tout d’abord entrepris 1’étude structurale de la région C-terminale

entiere de p67™ (résidus 238-526) comprenant la région d’interaction avec p40™™,

1 154 A JHE 457 b
B
PhTphox THR Y| SH3 SH3
| }
pedtiphox SH3 1M
1 1T ] IN3 Al 33w

Figure 6ClInteraction p67°**/p40P"* au début de mon travail (2000).

J’ai donc réalisé le clonage de la région 2SH3 qui comprend les deux domaines SH3 et

la région inter-SH3 (résidus 238-526, 34985,50Da) (Figure 7).
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) i 154 26 196 M3 43 437 526
p67 Px THR e | SH3 PBI SH3
238 199 M3 418 437 36
p67-2SH3 SH3 PRI SH3
238 199 M3 428
p67-SH3NPB1 SH3 PEI
345 428
p67-PB1 PB1

phox

Figure 7: Constructions réalisées pour I’étude structurale de la région de p67*' en interaction avec

p4oPx,

La séquence codant pour cette région a été amplifiée par PCR et insérée dans le
vecteur pET15b (Novagen) entre les sites Ndel et BamHI. La protéine recombinante qui
possede une étiquette poly-histidine en position N-terminale (His-p67-2SH3), est exprimée
dans la souche d’Escherichia coli JM109 (Figure 8). La protéine His-p67-2SH3 (34985,5Da)
a une masse moléculaire apparente plus élevée, autour des 40kDa. Apres centrifugation, les
cellules sont reprises par un tampon supplémenté en anti-protéases (cocktail sans EDTA et du
PMSF). Elles sont ensuite lysées par sonication et ultracentrifugées. La protéine recombinante

étant soluble, le surnageant est récupéré.

<«— avant induction
<«— 2h aprés induction
<«— nuit apreés induction

66,2 kDa

39,2 kDa
26,6 kDa

a
!
'

:

Figure 8C1 Suivi de production de la protéine recombinante His-p67-2SH3 dans la souche JM109
d’Escherichia coli. Gel SDS-PAGE 12% d’acrylamide.
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La premiere étape de purification de His-p67-2SH3, grace a I’étique poly-histidine, est
réalisée sur colonne de Ni** (Ni-NTA, Qiagen). Une premiere difficulté apparait a ce stade. La
protéine est co-éluée au cours du gradient d’imidazole (de 60 a S000hM) avec une protéine

plus petite, faisant penser a une forme tronquée dans sa région C-terminale (Figure 9).

A B

Fractions
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Figure 9C Purification de la protéine recombinante His-p67-2SH3 sur colonne d’affinité Ni**. (A)
chromatogramme de la purification sur colonne Ni**. Certaines fractions sont indiquées par une fleche et
un numéro. L’absorbance a 280m est suivie par la courbe bleue et la conductivité par la courbe rouge.
(B) Dépot sur gel SDS-PAGE 12% d’acrylamide. Les fractions analysées sont indiquées par leur numéro.

Une seconde étape de purification est ensuite réalisée sur colonne échangeuse d’anions
(UNOQI, BioRad), permettant la séparation des protéines en fonction de leur charge. Le pH
du tampon est choisi en fonction du point isolélectrique de la protéine d’intérét. Les deux
formes de His-p67-2SH3 sont séparées au cours d’un gradient de sel (de 30 a 200thM NaCl).
Il a néanmoins été difficile d’optimiser cette étape de purification qui souvent ne permet pas
une bonne séparation des deux formes (Figure 10). De plus, la proportion d’une forme par

rapport a |’autre est variable selon les préparations.
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Figure 10CI Suivi de purification de la protéine recombinante His-p67-2SH3. Gel SDS-PAGE 12%
d’acrylamide.

Par spectrométrie de masse MALDI et par séquencage N-terminale, nous avons
identifié le ou plutot les sites de coupure de His-p67-2SH3. Il s’agit de deux sites de coupure
situés au niveau du brin fb du domaine SH3 C-terminal de p67° (coupure avant la lysine
273 et la leucine 271). De fagon surprenante, ces deux techniques révelent les deux fragments
C-terminaux de His-p67-2SH3 (de 4543 et 43430Da). Ceci signifie que ces petits fragments
n’ont pas été éliminés au cours des deux étapes de purification et qu’ils restent accrochés au
reste de la protéine. Ceci doit €tre dit a des interactions structurales fortes au sein du domaine

SH3 C-terminal de p67°™.

Nous avons tenté de cristalliser chacune des deux formes purifiées. Avec la forme
entiere de His-p67-2SH3, par manque de protéines pure, nous avons testé que 27 conditions.
Aucune de ces conditions n’a abouti a une piste pour 1’obtention de cristaux. Par contre,
parmi les 98 conditions testées avec la forme clivée de His-p67-2SH3 a 2,8mg/mL (kit
Hampton I et II), la condition 2,00M d’ Ammonium Phosphate, 0,1IM Tris Hcl pHIE,5 a donné,
dans les premieres heures apres la formation de la goutte, les objets tres petits présentés sur la

Figure 11.
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Figure 11E1Photographies de la goutte contenant des objets obtenus a partir de la protéine His-p67-2SH3
tronquée et de 2,00M d’Ammonium Phosphate , 0,1IM Tris HCI pH 8,5. L’un des objets est montré par la
photographie de droite.

La goutte a été refaite dans les mémes conditions mais sans protéine. Apres deux
semaines, rien n’est apparu dans la goutte contrdle. Bien que ces objets ne soient pas des
cristaux, ils correspondent a un début d’organisation des protéines. Malheureusement, trop
peu de protéine pure et homogene a été obtenue par la suite pour pouvoir approfondir les
essais de cristallogenese. Le probleme majeur venant des sites de coupure protéolytique dans
le domaine SH3 C-terminal de p67™, j’ai réalisé le clonage d’une forme plus courte, p67-

SH3NPBI1, ne contenant pas le domaine SH3 C-terminal.

1-b) Suppression du domaine SH3 C-terminalCl

cristallogenese de p67°" seul et en complexe avec p40°"™
Au cours de cette premiere partie de travail, le domaine PB1 de p67°"* a été délimité
comme la région d’interaction avec le PCCR de p40™™*. Nous avons donc pu tenir compte de
cette délimitation pour la nouvelle construction de p67""E p67-SH3NPB1 (résidus 238 a
428). Cette région comprend le domaine SH3 N-terminal et le domaine PB1 de p67°" (Figure
7).

Le fragment d’ADN codant pour cette région de p67™ a été amplifiée par PCR et
inséré entre les sites Ndel et BamHI du vecteur pET15b (Novagen). La protéine recombinante
qui possede une étiquette poly-histidine en position N-terminale (His-p67-SH3NPBI1,
23538,9MDa) est surproduite dans la souche IM109 d’Escherichia coli. La masse moléculaire
apparente de la protéine est d’environ 27dDa (Figure 12). Les cellules sont centrifugées puis
lysées par «Hrench pressi. Apres ultracentrifugation, le surnageant contenant la protéine

soluble est récupéré.
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Figure 121 Suivi de production de la protéine recombinante His-p67-SH3NPB1 dans la souche JM109
d’Escherichia coli. Gel SDS-PAGE a 12% d’acrylamide.

La premiere étape de purification de la protéine His-p67-SH3NPB1 est une
chromatographie d’affinité sur colonne Ni** (Ni-NTA, Qiagen). La seconde étape est une
filtration sur gel (colonne Superdex 200, Pharmacia) qui permet d’une part, de supprimer
d’éventuels contaminants et d’autre part, de changer de tampon afin d’éliminer I’imidazole de

I’étape précédente. Le suivi de purification est présenté sur la Figure 13.

<€— surnageant
<— aprés colonne NiZ*
<— apres gel filtration

=
<— culot

26,6 kDa
21,5kDa

Figure 13CISuivi de purification de la protéine recombinante His-p67-SH3NPB1. Gel SDS-PAGE a 12%
d’acrylamide.
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Nous avons ensuite réalisé des tests de cristallogenese de His-p67-SH3NPB1 en
utilisant les kits commerciaux screen I, PEG/ION et sulfate d’ammonium (Hampton). Au vus
des précipités obtenus, celui obtenu avec le sulfate d’ammonium a 1,6M, pHIA et la protéine
concentrée a 6,30hg/mL semblait le plus prometteur. De nombreux tests autour de cette
condition ont donc été réalisés en faisant varier la température (8°C et 20°C), le pH et les
concentrations en protéine et sulfate d’ammonium. Cependant, aucun cristal n’a été obtenu

avec cette construction.

Nous avons alors tenté de cristalliser cette protéine en complexe avec la région
C-terminale de p40™* (résidus 230-339) contenant la région PCCR. Le clonage de cette
protéine a été réalisé dans le vecteur pIVEX2.4 (Roche). La protéine recombinante possede
une étiquette poly-histidine en position N-terminal (His-p40Cter, 15861,80Da). Elle est
surproduite dans la souche C41(DE3) d’Escherichia coli (Figure 14).
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Figure 14LCI Suivi de production de la protéine recombinante His-p40Cter. Gel SDS-PAGE a 17%
d’acrylamide.

Les cellules sont lysées par «[Hrench pressi et le surnageant est injecté sur colonne de
Ni** (Ni-NTA, Qiagen). L’étiquette poly-histidine est ensuite clivée par le facteur Xa
(Novagen) et la protéine p40-Cter (14076MDa) résultante est purifiée par chromatographie
d’exclusion (Superdex 75, Pharmacia) (Figure 15). Cette étape permet, en plus de changer le

tampon, de supprimer d’éventuels contaminants, 1’étiquette poly-histidine et le facteur Xa.
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«—— apres colonne Ni2+
<«—— apres coupre au facteur Xa
«—— apres gel filtration

<—— surnageant

<
<«—— culot
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Figure 15C1 Suivi de purification de la protéine recombinante p40-Cter. Gel SDS-PAGE a 17%
d’acrylamide.

Le mélange His-p67-SH3NPB 1/p40-Cter formé dans les proportions 112 est purifié
par filtration sur gel (Superdex 200, Pharmacia) (Figure 16).

>
vy}

1 T T T T | T T q B
2 04_3
¥ =Y
ES
08 - g =y
]
g g 1 2 3
! 1Ll
]
)
L B]
g
204 | |
g
e
02 |- - .
l 3 <«—His-p67-SH3NPB1
0 |- ) o N i
T | T | PO oo | | ST A 1 U P o
0 20 40 60 B0 100 120 <—P40'Ctel'
Volume (mL)

Figure 16LC]Purification du complexe His-p67-SH3NPB1/p40-Cter. (A) chromatogramme de la filtration
sur gel filtration (Superdex 200, Pharmacia) du mélange His-p67-SH3NPBI1LI p40-Cter (1CI2). (B) gel
SDS-PAGE (15% d’acrylamide)C] I’échantillon de p40-Cter sert de controleCl les numéros des puits
correspondent aux numéros des échantillons prélevés au cours de la purification.

Le gel SDS-PAGE des échantillons prélevés au cours de la purification montre la

présence concomitante des deux protéines His-p67-SH3NPB1 et p40-Cter. Le complexe s’est
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donc bien formé. Le puits n° 3 correspond a I’exces de p40-Cter. Une analyse en acides
aminés du complexe formé et purifi€é a montré que les protéines s’associent avec une

stoechiométrie 1[C11.

Des essais de cristallisation ont été réalisés avec le complexe His-p67-SH3NPB 1/p40-
Cter (1C). La goutte composée de 2001 de complexe a 7,20hg/mL et 2001 de solution
contenant 0,2V d’acétate de magnésium, 0,1M de cacodylate de sodium pHI8,5 et 30% (v/v)
de 2-méthyl-2,4-pentanediol (condition 21 du screen I Hampton) a donné un précipité avec un
petit cristal. Une goutte contrdle a été réalisée sans protéine, avec seulement le tampon et la
solution du réservoir. Aucun objet n’est apparu dans cette goutte. Le cristal étant tellement fin
(quasiment en deux dimensions) qu’au moment de le pécher pour le congeler, il s’est cassé.
Le fragment de cristal a tout de méme été testé au synchrotron mais a cause de sa trop petite
taille (300dm/350dm), aucun signal n’a été enregistré. Nous avons ensuite ensemencé une
goutte composée de 101L de complexe a 7,40hg/mL et 1L de condition 21 avec des débris
de cristal. Comme de petits objets sont alors apparus dans la goutte ensemencée, nous avons
testé d’autres conditions proches de la condition 21. Aucun cristal ou objet ne s’est formé.

Avec la construction His-p67-SH3NPB1, plus courte que la premiere, nous avons
obtenu des résultats encourageants. Nous avons donc réduit encore la construction au

domaine PB1 uniquement.

1-¢c) Domaine PB1 de p67°"™
Le fragment d’ADN codant pour le domaine PB1 de p67™* (résidus 345-428) a été
amplifiée par PCR et inséré entre les sites Ndel et BamHI du vecteur pET15b (Novagen). La
protéine recombinante qui possede une étiquette poly-histidine en position N-terminale
(His-PB1°¥, 12201Da) est surexprimée par la souche C41(DE3) d’Escherichia coli (Figure
17). Les cellules sont centrifugées, lysées par «Mrench pressB puis ultracentrifugées. Le

surnageant contenant la protéine soluble est récupéré.
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Figure 170 Suivi de production de la protéine recombinante His-PB1*¥. Gel SDS-PAGE a 17%
d’acrylamide.

La protéine recombinante est d’abord purifiée sur colonne d’affinité Ni** (Ni-NTA,
Qiagen). La protéine His-PB1*’ est ensuite purifiée par chromatographie d’exclusion
(Superdex 75 Hiload, (Pharmacia) (Figure 18). En fin de purification, 1’étiquette poly-
histidine est clivée par la thrombine (Sigma) puis la protéine PB1**” (10319Da) est a nouveau

purifiée par filtration sur gel (Superdex 200, Pharmacia).
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Figure 18CSuivi de purification de la protéine recombinante PB1°. Gel SDS-PAGE 1 18% d’acrylamide.
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La protéine PB1"” purifiée a été obtenue dans des quantités suffisantes pour tester les
kits commerciaux de cristallisation Hampton (crystal screen I et II, Lite, PEG-Ion, MembFac,
Natrix, Ammonium sulfate, Quick screen, Malonate, Formate, PEG 6K, PEG Li-Cl, MPD et
Mme[3000) par le robot de cristallogenese disponible a I’institut (Tecan, gouttes de 201L).
960 conditions ont ainsi été testées avec deux concentrations de PB1?* (4,8hg/mL et
9,30hg/mL) et a 20°C. Deux pistes de cristallisation se sont dégagées de ces essaisCldes
granules ont été obtenues avec la protéine a 9,8[thg/mL et la solution contenant 20% de PEG
3350 et 0,2IM d’acétate de zinc, pHE,3C] des cristallites ont été observés avec PB1 a
9,80hg/mL et 5 a 10% de PEG Mme 5000, 0,10M Hepes, pHO.

Cependant, ces résultats n’ont pas pu eétre reproduits avec des gouttes réalisées
manuellement bien que nous nous soyons servis des solutions utilisées par le robot. Les

gouttes réalisées autour de ces conditions n’ont pas donné de cristaux.

Apres environ 1 an et demi de tentatives de cristallisation des différentes constructions
de p67™, et malgré quelques espoirs au cours de ces nombreux essais, aucun cristal de
qualité n’a été obtenu. Nous nous sommes donc demandé si les domaines PB1 de p67™"* et

p40P™* étaient des modules bien structurés et surtout, si leur délimitation était correcte.

2- Les domaines PB1 sont-ils des modules structurés@

Pour vérifier ceci, nous avons réalisé une digestion ménagée a la trypsine du domaine
PB1 de p67° (345-428, PB1*¥) et de la région C-terminale de p40™ (230-339, p40-Cter).
Cette digestion permet de voir si des régions de la protéine sont accessibles a la protéase qui
clive apres les résidus basiques. Il est ainsi possible d’identifier grossierement le degré de
structuration d’une protéine. Les digestions sont réalisées avec un rapport massique
trypsine/protéine de 1/60 et a température ambiante. Un échantillon est prélevé a des temps
donnés de la réaction. Les échantillons sont ensuite déposés sur gels SDS-PAGE puis
transférés sur membrane PVDF. Les bandes numérotées sur la Figure 19 sont analysées par

séquencage N-terminal.
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Figure 19C Digestion ménagée a la trypsine des domaines PB1 de p40°™™ (A) et p67°"™* (B). Les bandes
numeérotées sur les membranes PVDF ont été analysées par séquencage N-terminal.

L’analyse par séquencage N-terminal des bandes numérotées de la membrane PVDF

de p40-Cter donne les résultats suivants (Figure 20)C]

Numéro de bande Séquences obtenues par séquencage N-terminal

1 (p40-Cter non digéré) |'GRLIKHMEFP

’LIKHMEFPEE
2 (en fin de digestion) *HMEFPEEDDP
3 (en fin de digestion) *HMEFPEEDDP

Figure 20C1Résultats du séquencage N-terminal des échantillons prélevés lors de la digestion ménagée par
la trypsine de p40-Cter.

Deux especes de p40-Cter sont présentes avant digestion. Ceci est di1 a I’existence de
deux sites de coupure au facteur Xa dans la séquence de p40-Cter, séparés de deux résidus.
Apres une heure de digestion, deux bandes se distinguent sur la membrane. Le séquencage
N-terminal de ces bandes révele pourtant la méme séquence. La trypsine clive donc les trois
premiers résidus de p40-Cter et certainement quelques résidus du coté C-terminal. Or, il
existe 16 sites de coupure potentiels a la trypsine (10 arginines et 6 lysines) dans la séquence
de p40-Cter (Figure 21). Le domaine PB1 de p40"™™* semble donc &tre un domaine bien

structuré. De plus, les dix acides aminés C-terminaux de p40-Cter n’appartiennent pas au
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domaine PB1 tel qu’il est défini actuellement dans la banque de données SMART (résidus 16
a 108, Figure 21). Il est donc tres probable que la trypsine coupe dans cette région C-

terminale, ce qui confirme la délimitation du domaine structural.

1 11 21 31 41 51

1 GRLIKHMEFP EEDDPTNWLR CYYYEDTIST IKDIAVEEDL SSTPLLKDLL ELTRREFQRE
61 DIALNYRDAE GDLVRLLSDE DVALMVRQAR GLPSQKRLFP WKLHITQKDN YRVYNTMP

Figure 21C1Séquence en acides aminés de p40-Cter apres coupure de I’étiquette poly-histidine au facteur
Xa. Les sites de coupure a la thrombine (lysine et arginine) sont indiqués en gras et le domaine PB1 tel
qu’il est défini par SMART est surligné en gris.

L’analyse par séquencage N-terminal des bandes numérotées de la membrane PVDF

de PB1"” donne les résultats suivants (Figure 22)C1

Numéro de bande Séquences obtenues par séquencage N-terminal

1 (p67-PB1 non digéré) | 'GSHMKLSVPM

2 (p67-PB1 non digéré) | 'GSHMKLSVPM

3 (en fin de digestion) *LSVP

Figure 22C1Résultats du séquencage N-terminal des échantillons prélevés lors de la digestion ménagée de
PB1°Y,

Avant digestion, deux bandes sont visibles sur membrane PVDF (Figure 19). Ces
bandes analysées par séquengage N-terminal ne révelent qu’une seule séquence. Avant méme
le début de la réaction, il existe donc deux formes de PB1”*” dans la solution, 1’une étant
coupée en C-terminal. Apres une heure de digestion a la trypsine, une troisieme bande
apparait correspondant a une protéine de masse moléculaire 1égerement plus petite (Figure
19). Le séquencage N-terminale de cette bande montre que les cinq premiers résidus ont été
clivés. Cette coupure peut expliquer la migration plus avancée de cette protéine sur gel SDS-
PAGE. En effet, les gels SDS-PAGE réalisés pour ces expériences sont tres résolutifs pour
des protéines de petite masse moléculaire (entre 15 et SIHDa) (voir matériel et méthode).
Donc, si les onze résidus C-terminaux avaient également été clivés, le premier site de coupure
C-terminal étant la lysine 78, on peut imaginer que la différence de migration sur ce type de
gel aurait été plus importante. Finalement, il existe 13 sites de coupures potentiels dans la
séquence de PB17 (9 lysines et 4 arginines) (Figure 23). Or, le gel SDS-PAGE montre qu’en

fin de digestion, la protéine n’a pas subi de multiples coupures (Figure 19). De plus, les cinq
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résidus clivés en C-terminal n’appartiennent pas au domaine PB1. Le domaine PB1 de p67""*,

tel qu’il est défini par Ito et al. (2001), semble donc également bien structuré.

1 11 21 31 41 51

1 GSHMKLSVPM PYTLKVHYKY TVVMKTQPGL PYSQVRDMVS KKLELRLEHT KLSYRPRDSN
61 ELVPLSEDSM KDAWGQVKNY CLTLWCEN

Figure 230 Séquence en acides aminés de PB1P% apres coupure de I’étiquette poly-histidine par la
thrombine. Les sites de coupure a la thrombine (lysine et arginine) sont indiqués en gras et le domaine
PB1 tel qu’il est défini par Ito et al. (2001) est surligné en gris.

De plus, un spectre de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) deux dimensions
("H/®N HSQC) a été réalisé pour PB1 de p67™™ (résidus 345-428) et p40-Cter (résidus 230-
339) marqués “N. Ces spectres permettent de dire si la protéine est structurée ou dénaturée,
meéme partiellement. En effet, les spins nucléaires du proton et de 1’azote d’une protéine
dénaturée résonnent tous a la fréquence de résonance propre du proton et de I’azote. Les pics
sont donc tous rassemblés dans une zone du spectre. A I’inverse, une protéine structurée
donne un spectre ou les pics sont étalés dans la gamme spectrale car I’environnement de
chaque proton differe et modifie sa fréquence de résonance.

Les spectres 'H/"N HSQC du PB1 de p67"™* et de p40-Cter présentent une bonne
répartition des pics dans la gamme spectrale (résultats préliminaires non montrés ici). Ceci
indique une structuration de ces domaines et confirme donc les résultats de protéolyse

ménagée.

3- Pourquoi la région C-terminale de p67°"™* ne cristallise t’elle pas2
Malgré les nombreux essais de cristallisation des régions 2SH3 et SH3NPB1 de
p67""*, aucun cristal de qualité n’a été obtenu. Ces régions sont composées de deux voire

trois modules reliés par des séquences («dnkersd) relativement longues (Figure 24).

48 aa 29 aa
<> B}
238 199 5 4% 437 o
SH3 PRI SH2

«—> <« » <€ >
57 aa 83 aa 57 aa

Figure 24C1 Représentation schématique de la région C-terminale de p67°". La taille des modules et des
régions lien sont indiquées en acides aminés (aa).
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Les régions qui séparent les modules peuvent entrainer une flexibilité de la protéine,
ce qui n’est pas favorable a sa cristallisation. Ceci peut donc expliquer 1’absence de cristaux
pour ces deux constructions. C’est pourquoi, en réduisant cette région au domaine PB1, nous
pensions nous affranchir de la flexibilité et donc augmenter les chances de cristallisation. Or
aucun cristal de PB1?* n’a été obtenu. Les résultats de protéolyse ménagée et de RMN 2D du
domaine PB1 indiquent cependant qu’il s’agit d’un module structuré. Nous n’expliquons donc

pas pourquoi les essais de cristallogenese n’ont pas abouti pour le domaine PB17",

Malgré les efforts de cristallogenese réalisés pour les constructions 2SH3 et PB1
seules et pour SH3NPBI1 seule et en complexe avec p40-Cter, aucun cristal exploitable n’a été
obtenu. Pourtant, les résultats présentés précédemment suggerent que les domaines PB1 de
p67™* et p40™ sont structurés. Nous avons donc continué 1’étude structurale de ces

domaines par Résonance Magnétique Nucléaire.
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V Etude des domaines PB1 de p67°" et p40*"™ par Résonance Magnétique Nucléaire

Suite aux essais de cristallisation de la région C-terminale de p67*"**, nous avons réduit
1'étude au domaine PB1°¥ seul et en complexe avec la région C-terminale de p40™. Notre
objectif étant I'étude structurale de I'interaction p67°"/p40™™, nous avons donc poursuivi ce
travail par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), une technique adéquate pour 1’étude

structurale de petites protéines en solution.

1- Pourquoi la RMN ?
Tout d'abord et bien évidemment, nous avons utilisé cette technique parce que la

cristallogenese des différentes constructions de p67°™

n'a pas donné de résultat. Or, les
résultats de protéolyse ménagée suggerent que ces domaines sont structurés et bien délimités.
De plus, a ce stade du travail, ces domaines semblaient adéquats pour une étude par RMN. En
effet, les spectres RMN 2D préliminaires étaient de bonne qualité, avec des pics étalés dans la
gamme spectrale. D'une part, ceci confirme que ces domaines sont structurés et d'autre part,
cela montre que ces protéines se comportent bien en solution (a 25°C) pendant la durée des
expériences préliminaires (environ 1 a 2 heures).

En plus de ces premieres €valuations, une étude structurale des domaines PB1 des
protéines Beml1p et Cdc24p de la levure venait d’étre réalisée par RMN (Terasawa et al.,
2001). Ce travail a permis de déterminer la structure du domaine PB1 de Bem1, la topologie
de la région comprenant le motif PC de Cdc24p et les résidus situés dans la zone d'interaction
entre les deux partenaires. La RMN semble donc un bon moyen d’étudier la structure des
domaines PB1 en solution. Cela nous a donc encouragés dans cette voie.

Enfin, il est relativement facile d'accéder a cette technique implantée au sein méme de

I’institut.

2- Objectifs de 1I'étude RMN

Nous souhaitons déterminer, bien siir, la structure de la chaine principale des domaines
PB1 ou, a défaut, la topologie. L'objectif majeur de 1'étude structurale de PB1*" et de
p40-Cter est toutefois la caractérisation en solution de l'interaction entre ces deux partenaires.
Nous souhaitons également identifier les résidus importants pour cette interaction, importante

pour l'activité oxydase.
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3- Résultats de ’étude structurale des domaines PB1 de p67™"* et p40*™*

3-a) Comportement des domaines PB1 en solution

Lors des expériences RMN, réalisées en solution a 25°C, des problemes de stabilité
des protéines ont été rencontrés.

Dans le tube RMN contenant PB1°”, un précipité blanc se forme au cours du temps
expérimental. Les spectres restent cependant de bonne qualité, bien que I’intensité des pics
diminue d’environ 20% tous les jours. Ceci suggere que la protéine forme des agrégats ou des
oligomeres en solution, a 25°C.

Contrairement a2 PB1*, aucun précipité se forme dans le tube et les spectres RMN de
p40-Cter changent au cours du temps. L’intensité des pics diminue considérablement, leur
position change, de nouveaux pics apparaissent, certains disparaissent et d’autres encore
semblent se dédoubler au cours du temps (Figure 25). Ceci est caractéristique d’hétérogénéité
dynamique et structurale du squelette de la protéine. Ceci suggere que p40-Cter, bien que ce
soit une protéine structurée en solution, elle est instable et elle doit subir des changements de
conformations, une protéolyse ou une oligomérisation/agrégation. Cependant, 1’intégrité de
I’échantillon protéique au cours des expériences a €té suivie par spectrométrie de masse
electrospray. La masse moléculaire de la protéine n’évolue pas. Ce résultat permet donc

d’éliminer I’hypothese d’une protéolyse de p40-Cter.
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Figure 25C1Evolution au cours du temps des spectres 2D-HSQC (*H-'*N) de p40-Cter seul, $00MHz, 25°C.
Un numéro aléatoire est attribué a chaque pic. Le spectre évolue au cours du temps. Certains pics
diminuent d’intensité voire disparaissent (encerclés en rouge), d’autres voient leur intensité augmenter ou
apparaitre (encerclés en bleu) et d’autres encore semblent se dédoubler (encerclés en vert).
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Pour limiter ces processus, la protéine ne doit pas €tre concentrée a plus de Sthg/mL

soit environ 35000M. Apres 48 heures d’expériences, un nouvel échantillon doit etre préparé.

Malgré ces difficultés, nous avons poursuivi 1’étude structurale des domaines PB1 de

p67""* et p40°™ en solution.

3-b) Etude structurale de PB1*" seul
La premicre expérience réalisée est un spectre 2D-HSQC (‘H-"N) du domaine PB1 de

p67°" (résidus 345-428) (Figure 26).
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Figure 26: Spectre 2D-HSQC (‘H, “N) du domaine PB1 de p67°, 600IMHz, 25°C. Pour chaque acide

aminé attribué, le pic est annoté avec la nature de ’acide aminé (avec le code a une lettre) et son numéro
de résidu dans la séquence protéique de p67°™™.

Les pics sont bien répartis dans la gamme spectrale, ce qui est représentatif d’une
protéine bien structurée.

L’attribution quasi complete de la chafne principale de la protéine (HY, N, C*, CO, H%)
et des C” de la chaine latérale a été obtenue pour les résidus P351 a N428. Au sein de cette
séquence, seuls les résidus N400, D408, K418 et N419 n’ont pas été attribués. Cela
correspond a 87% d’attribution du domaine PB1 de p67°" (résidus 345-428) tel qu’il est

défini par Ito et al., 2001. Les expériences ont été réalisées avec la protéine possédant une
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étiquette poly-histidine. Cette étiquette ne se voit pas en solution, ce qui indique des

changements conformationnels de cette région de la protéine.

Nous avons ensuite délimité les structures secondaires du domaine PB17?. Pour cela,
nous avons réalisé ’ensemble des expériences décrites en annexe. Les résultats obtenus sont

présentés sur la Figure 27.
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Figure 270 Structures secondaires du domaine PB1 de p67™™. Les structures secondaires ont été
délimitées a partir des mesures d’échange de H avec le D, I’index de déplacement chimique (CSI) et les
distances inter-protons (doaN(i,i+1), dNN(i,i+1), daN(i,i+3)). Les protons amides en échange lent avec le D,
sont indiqués par * et les résidus non attribués sont indiqués par #.

Le domaine PB1” contient deux hélices o et cing brins B: hélice o, (résidus 372-383),
hélice a, (résidus 410-416), brin (3, (résidus 352-357), brin {3, (résidus 362-366), brin f3;
(résidus 391-394), brin B, (résidus 402-405), brin B5 (résidus 421-427). La structuration en
B./B./0u,/B4/B./cu,/Bs observée pour le domaine PB17 est de type ubiquitine.

L’organisation des brins 3 a été réalisée a partir des distances NOEs inter-protons
(HM-H" et HY-H®) et des échanges H/D. La topologie du feuillet §§ est présentée sur la Figure
28.
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Figure 28C Organisation du feuillet f du domaine PB1 de p67°"*. Les protons amide en échange lent avec
le D sont représentés en gras et les couplages dipolaires (NOEs) observés entre protons HY-H et HYH*
sont indiqués par une double fleche.

Les cinq brins § forment un feuillet avec 1’organisation {3,/f3,/Bs/B+/P4. Les brins B,/f,,
Bs/Bs, P+/P, sont dans une conformation anti-parallele et f3,/Bs sont positionnés de facon

parallele.

Le calcul du modele structural de PB1° a été réalisé a partir de la délimitation des
structures secondaires, de 30 liaisons hydrogenes déterminées d’apres les échanges lents
proton/deutérieum et de 52 distances inter-proton. Ces distances sont définies a partir de la
mesure de NOEs méthyle-méthyle. Les groupements méthyles appartenant a des résidus
hydrophobes qui sont généralement au coeur de la protéine, ces NOEs contraignent donc son
repliement. Ces données ont ensuite été intégrées dans un calcul de dynamique moléculaire
qui tient compte du champ de force. Un ensemble de 80 structures a été calculé par le
programme Discover (Accelrys). Les 22 structures de plus basse énergie expérimentale ont
été retenues et superposées a partir des structures secondaires de celle de plus basse énergie

(Figure 29).
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Figure 29C1Ensemble des structures 3D du domaine PB1 de p67°" (résidus 351-428). Les 22 structures de
plus basse énergie sont superposées a partir des éléments de structures secondaires du conformere de plus
basse énergie. Les extrémités amino (N) et carboxy (C) terminales ainsi que les éléments de structures
secondaires sont indiqués. Les brins f§ sont représentés en rouge, les hélices al et a2 en jaune.

Le repliement de PB1* en solution est bien défini. Les structures de plus basse
énergie expérimentale forment une ensemble homogene. Le r.m.s.d. moyen a été calculé a
partir des atomes C% N et CO des résidus 352 a 427 par rapport a la position de la structure
moyenne. Il est de 1,350, ce qui est tout a fait correct. Cela dénote une bonne définition du
repliement global. Les régions les moins bien définies sont principalement les boucles,

notamment celle formée entre les brins {3, et 3, (résidus 395 a 402) (Figure 29).

Au cours de ce travail par RMN sur les domaines PB1 de p67™* et p40*™*, une équipe
anglaise a publié la structure cristallographique du complexe formé par ces deux domaines
avec des séquences quasi identiques (PB1*'Erésidus 352-429, PB1**résidus 237-339)
(Wilson et al., 2003). Nous avons donc comparé la structure cristallographique du domaine
PB1 de p67™* en complexe avec son partenaire, avec la structure moyenne de PB1° seul en

solution, en les superposant (Figure 30).

69



Interaction PB1/PB1

Figure 30C Superposition de la moyenne des structures RMN du domaine PB1°¥ seul (jaune) et de la
structure cristallographique du domaine PB1°¥ en complexe avec PB1?*" (bleu clair) (Wilson et al., 2003).

Globalement, le repliement de la chaine principale du domaine PB1 de p67™** obtenu
en solution et par cristallographie est tres proche. La délimitation des structures secondaires
obtenues par RMN est quasi similaire a celle déterminée par cristallographie. L’orientation
relative des structures secondaires est la méme dans les deux types de structure. Sur la Figure
30, on remarque quelques différences dans le positionnement des boucles. Cependant, dans le

modele RMN (Figure 29), ces boucles sont plus ou moins bien définies.

3-¢) Etude structurale de PB1** seul
Une analyse plus fine des séquences et la résolution des premieres structures de
PCCRs ont révélé que ces régions sont également des domaines PB1 (Ponting et al., 2002C]
Yoshinaga et al., 2003). p40*™* possede donc un domaine PB1 délimité par les résidus 237 a
329 inclus (banque de données SMART). Un spectre 2D-HSQC ('H-"N) de la région C-
terminale de p40™ (résidus 231-339) correspondant au domaine PB1 plus une extension C-

terminale de 10 résidus, a d’abord été réalisé (Figure 31).
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Figure 31 Spectre 2D-HSQC (‘H, *N) de p40-Cter, S00MHz, 25°C. Les pics attribués sont annotés avec

la nature de I’acide aminé et son numéro de résidu dans la séquence protéique de p40™™*, Pour plus de
clarté, certains pics du spectre ne sont pas annotés.

Les pics sont a nouveau bien dispersés, ce qui montre que la région C-terminale de
p40P"* est bien structurée.

L’attribution des atomes de la chafne principale (H", N, C% CO, H*) et des CP de la
chaine latérale est quasi complete pour les résidus comprenant P231 a P339. Cependant la
région S315 a F320 ainsi que les résidus C242, Y243, Y244, D300, G312, Y332, T333 et
N336 n’ont pas pu étre attribués. Ceci représente 88% d’attribution du domaine PB1 tel qu’il
est défini par la banque de données SMART (résidus 237-329) ou 86% de la région
C-terminal de p40™*, comprenant les 10 acides aminés terminaux de p40*™*, identifiée par
Nakamura et al. (1998).

N

Les éléments de structures secondaires ont également été délimités a partir des

échanges H/D, du Chemical Shift Index (CSI) et des NOEs 'H(i)-'H(i+1), comme résumé sur
la Figure 32.
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Figure 32C1Structures secondaires de p40Cter. Les structures secondaires ont été délimitées a partir des
mesures d’échange de H avec le D, le Chemical Shift Index (CSI) et les distances inter-protons (daN(i,i+1),
dNN(,i+1)). Les protons en échange lent avec le D, sont indiqués par * et les résidus non attribués sont
indiqués par #.

Le domaine PB1 de p40™ comporte deux hélices a. et cing brins fhélice a, (résidus
267-279), hélice a, (résidus 300-309), brin B, (résidus 238-245), brin 3, (résidus 362-366),
brin B, (résidus 283-289), brin B, (résidus 293-297), brin 5 (résidus 324-327). Comme pour
le domaine PB1*”’, PB1”* possede une topologie en f3,/B,/a.,/B/B./0.,/Bs de type ubiquitine.

L’organisation des brins B a été réalisée a partir de quelques couplages dipolaires
(HN-H" et HY-H*) détectés et des échanges H/D. La topologie du feuillet § est présentée sur la

Figure 33.
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Figure 33COrganisation du feuillet § du domaine PB1 de p40™*. Les protons amide en échange lent avec
le D sont représentés en gras et les couplages dipolaires (NOEs) observés entre protons HY-HY et HYH*
sont indiqués par une double fleche.

L’organisation du feuillet f de PB1** est identique a celle du PB1°[la topologie des
cing brins B est B,/B,/Bs/Ps/B.> avec BBy, Ps-B3» Ps-Ps en anti-parallele et B,-B5 paralleles.
Cette observation va dans le sens que le PCCR de p40™ est bien un domaine PB1 et que la

région C-terminale de p40™* correspond bien a ce domaine.

Nous n’avons pas pu continuer 1’étude structurale de la région C-terminale de p40™™
afin d’obtenir le repliement tri-dimensionnelle de cette région. Le manque de stabilité de la
protéine en solution, notamment a des concentrations supérieures a 3000dM, a été limitant
pour 1’acquisition de données nécessaires a 1’attribution des chaines latérales et donc pour la
détermination de distances inter-protons.

Cependant, d’apres la détermination des structures secondaires de p40-Cter, la
topologie du domaine PB 17 est tres proche de celle révélée par la structure cristallographique

du domaine PB17* en complexe.
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3-d) Etude des domaines PB1 de p67°" et p40*"™ en complexe
Tout d’abord, la formation du complexe a été testée. Les protéines PB17 et p40C-ter
seules et en complexe (1,5Cd respectivement) ont été injectés sur colonne gel filtration
Superdex 75 analytique (Pharmacia) préalablement calibrée. Un échantillon des fractions

correspondant aux pics d’élution est déposé sur gel SDS-PAGE. Les résultats sont présentés

sur la Figure 34.
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Figure 340 Formation du complexe PB17*/p40-Cter. Chromatogramme de la colonne gel filtration
Superdex 75 analytique (Pharmacia) des protéines p67-PB1 et p40-Cter seules et en complexe (1CI,5
respectivement). La DOz, (UV) est représentée en fonction du temps. Un échantillon protéique des
fractions correspondant aux pics d’élution a été déposé sur gel SDS-PAGE.

Le mélange injecté présente le pic correspondant au complexe formé (présence des
deux protéines sur gel SDS-PAGE pour le pic n°3) et un pic dir a ’exces de p40-Cter (pic
n°4). Le complexe entre les deux domaines PB1 s’est donc bien formé. De plus, d’apres la
calibration, les volumes d’élution indiquent que le complexe est formé avec une

stoechiométrie 1[C11.

Puis les complexes entre 1’'un des domaines PB1 doublement marqué (’N/"C) et son
partenaire non marqué sont formés (PB1°¥('°N-"C)/p40-Cter et PB1?*/p40-Cter (“°N-"C)).
Le domaine non marqué, invisible sur les spectres RMN 2D-HSQC ('H, “N), modifie
I’environnement des atomes des acides aminés de la protéine marquée situés a la surface

d’interaction. De cette modification, résulte une variation de fréquence de résonance de ces
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atomes comme le proton et 1’azote. Il est donc possible de visualiser sur un spectre 2D-HSQC
(‘H, "N) les groupements amide affectés par la complexation. La Figure 35 montre la
variation de déplacement chimique (A.) (Chemical Shift Mapping) du groupement amide (‘H
et N) entre le domaine PB1 seul et en complexe et cela pour PB1* et p40-Cter. Cette
variation est considérée comme significative si
ABIAPN,,, B AH,, /)’ ] “E0,0[@pm. Quelques résidus de PB1™ ont une variation

de déplacement chimique particulierement forte avec A JEO,00Fpm.

Acs (ppm)
Acs (ppm)

355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 ’ 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

séquence de PB1P%7 en acides aminés séquence de p40-Cter en acides aminés

Figure 35C1 Variation de déplacement chimique A (en ppm) des groupements amides (‘H, *N) des acides
aminés de PB1*” (A), et de p40-Cter (B), due i la formation du complexe entre les deux partenaires. Les
seuils significatifs de variation de déplacement chimique (2,0Qipm et 5,0Qipm pour PB1*") sont indiqués
par des tirets.

Pour les deux domaine PB1, bien que la majorité des résidus ne semblent que peu
affectés par la présence du domaine partenaire, un certain nombre de groupements amides
montre une variation de déplacement chimique significative. Ceci confirme que le complexe

entre les deux partenaires s’est bien formé.

Pour caractériser les acides aminés situés sur la surface d’interaction, il faut
préalablement attribuer les atomes de la chaine principale (H*, C%(i), C“(i-1), C*(i-1) et CO(i-
1)) de la protéine marquée dans le complexe. L’ensemble des atomes du squelette de PB17
attribués pour le domaine seul a été attribué dans le complexe, sauf pour les résidus G369 et
Y420. Seulement 67% des atomes de la chaine principale de p40-Cter, des résidus 234 a 339,
ont été attribués. En effet, les données obtenues pour p40-Cter étaient de moins bonne qualité
que celles obtenues pour PB17*. Cela provenait essentiellement du manque de stabilité de
p40-Cter en solution et des faibles concentrations auxquelles nous étions obligés de travailler.

En particulier, aucune attribution pour les 10 résidus C-terminaux de p40™*, extérieurs au
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domaine PB1, (représentés en rose sur la Figure 36) n’a été obtenue. Ceci est peut-etre dit a

une mobilité de cette région en solution. D’apres la structure cristallographique (Wilson et al.,

2003), ces dix derniers résidus forment un bras qui se replie sur le domaine PB1 de p67°™"*.

(Figure 36A).

Figure 36: Structure cristallographique du complexe PB1°*/p40-Cter. ACl Le domaine PB1* est
représenté en gris, p40-Cter en bleu et son bras C-terminal en rose. BCl1Les tyrosines 332 et 335 du bras
C-terminal de p40°™™ sont en batonnets rosesGl les résidus de PB1°* qui ont un ASEEFFpm sont en
batonnets orangesGlles zones de PB1** et PB1*" affectées par I’interaction (résidus avec SEASEAFpm)
sont représentées en rose clair et en jaune. Les pointillées correspondent aux distances mesurées avec
PyMol. (code PDBCEI1OEYEC]figure réalisée avec PyMol).

Nous avons donc déterminé les acides aminés affectés par la complexation pour les
deux domaines PB1. Il s’agit des résidus T353, L.354, Y358, K359, Y360, V362, V363,
K365, Q367, L383 et R395 de PB1°¥ et des résidus D247, T248, T251, D282, A284, 1.285,
N286, Y287, L.294, V295, R296, 1.297, L298 de p40-Cter.
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PB1P67 351PY TLKVHYKY T —~VVMKTQPGLP - ————— YSQVRDMVSKKLELRLEHTKLSYRPRDSNELVPLSEDSMKDAWGQVKNY - — - ~CLTLWCENT*29
PB1P40 231 PNWLRCYYYEDTISTIKDIAVEEDLSSTPLLKDLLELTRREFQ--REDIALNYRDAEGDLVRLLSDEDVALMVRQARGLPSQKRLFPWKLHITQK32
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Figure 37C Alignement des séquences des domaines PB1 de p67°"™ et p40°™*. Les structures secondaires
correspondant 3 PB1°¥ et PB1** sont indiquées respectivement au-dessus et au-dessous des séquences. Les
résidus qui ont une variation de déplacement chimique A 4E2,0pm sont indiqués en bleu pour PB1° et
en rouge pour PB17%,
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La variation de déplacement chimique de ces acides aminés (A EO0pm) est
visualisée sur les structures cristallographiques des domaines PB1 (Wilson et al., 2003)
(Figure 38). Ces résidus forment un cluster sur une face de chacun des deux domaines PB1
(Figure 38 A et B). Ces surfaces d’interaction caractérisées par RMN sont en accord avec
I’interface obtenue par cristallographie pour les deux domaines PB1 (Figure 38 C et D).
Certains résidus, comme L.383 située 2 la fin de 1’hélice o, de PB1*" ou D247, T248, présents
dans la boucle B,/B, de PB1*, et T251, situé au début du brin B, de PB1", présentent une
variation de déplacement chimique A J2M,0[@pm mais n’appartiennent pas a la surface
d’interaction. Cette variation peut refléter des effets longues distances de la formation du

complexe, comme des mouvements locaux.

Figure 38C1Représentation des variations de déplacement chimique (A.s) (Chemical Shift Mapping) sur la
surface des domaines PB1 obtenue a partir de la structure cristallographique du complexe (Wilson ef al.,
2003). A et CCl surface du domaine PB1*Gl B et DIl surface du domaine PB1*. Les résidus dont
AEEHEpm sont représentés en orange et ceux dont SEA JFAEpm sont représentés en jaune. Sur C et
D, le domaine partenaire dans le complexe est représenté en batonnets bleus. (Figure réalisée avec PyMol).

La forte variation de déplacement chimique (A-s&28ppm) des résidus Y358, K359, Y360 et
V362 de PB1?" (Figure 35) peut &tre expliquée par la structure cristallographique du

complexe. Elle est due a la présence de résidus aromatiques (Y332 et Y335) situés dans le
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bras C-terminal de p40™ (Figure 36B). Les cycles aromatiques génerent un changement
important de 1’environnement des résidus placés a proximité, en particulier lorsque ceux-ci
sont perpendiculaires au plan formé par le cycle. De plus, la tyrosine 332 du bras de p40™™™
forme une liaison hydrogene avec la lysine 359 de PB1 (distance de 3,022 entre I’oxygene
de Y332" et ’azote de K359*"), ce qui explique la variation de déplacement chimique

spectaculaire de K359* lors de la complexation.

3-e) Mobilité de la chaine principale de PB1°*"

La structure du squelette de PB1?* en solution est tres proche de la structure
cristallographique du domaine en complexe. La seule véritable différence observée se situe au
niveau de la boucle entre 33 et f4. Or, peu de contraintes ont été imposées sur cette boucle
pour le calcul de structures. Ce manque d’informations structurales sur cette région peut etre
dii, soit a un manque de qualité des données, soit a des changements conformationnels de
cette région de la protéine. Dans les deux cas, il est difficile d’observer des distances entre
protons (NOEs). Nous avons donc cherché a obtenir des informations sur la dynamique de la
chafne principale de PB1* seul et en complexe avec p40-Cter.

La mobilité du squelette est évaluée a partir de la relaxation du °N. Les expériences
sont donc réalisées avec le domaine PB1 marqué "N, seul ou en complexe avec p40-Cter non
marqué. Les NOEs hétéronucléaires {'H}-"N ont été mesurés. Ils sont sensibles aux
mouvements des vecteurs N-H. Ils donnent donc une idée sur ’amplitude du mouvement
rotationnel du vecteur N-H a une échelle de temps rapide, de 1’ordre de la pico a la
nanoseconde. Cela revient a suivre le rapport des intensités des pics au cours du temps. Il n’a
pas été tenu compte des pics superposés et ceux dont l’intensité est faible. Ces NOEs

hétéronucléaires sont appelés m sur la Figure 39.
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Figure 39C1 Mobilité de la chaine principale de PB1°¥. AGlLe parametre 1 (‘H-""N NOEs) a été mesuré
pour PB1°¥ seul (A) et en complexe avec p40-Cter (B). n est représenté en fonction de la séquence en
acides aminés du domaine PB1. Les structures secondaires de PB1*” sont indiquées. BC structure
cristallographique du complexe PB1°*/p40-Cter. Les boucles L, et L, mobiles sont indiquées en cyan et
I’arginine 395 est représentée en batonnets oranges.

La majorité des vecteurs N-H ont un m proche de 0,8 a température ambiante, ce qui
est caractéristique d’une protéine globulaire rigide. Certaines régions du domaine PB1°¥ seul
ont un 1 inférieur a 0,7, ce qui indique une légere augmentation de la mobilité du squelette.
C’est le cas pour les extrémités N- et C- terminales, ainsi que pour les boucles situées entre le
brin 3, et I’hélice a, (boucle L.1) et les brins {3, et 3, (boucle L2) (Figure 39 A et B).

Le méme profil dynamique est observé pour le domaine PB1°¥ en complexe avec p40-

7 seul

Cter (Figure 39 B). La qualité des données est inférieure a celle obtenue pour PB1
(barres d’erreur plus importantes). Ceci est dit une concentration de 1’échantillon plus faible
dans ce cas, pour une masse moléculaire quasiment deux fois plus importante. Les boucles L1
et L2 ont également une mobilité plus importante que le reste de la chaine principale. De
facon surprenante, la valeur de 1 au niveau de ces boucles est plus basse pour PB1* en

complexe que libre. Ceci indique qu’il y a une augmentation d’entropie due a la complexation

entre les deux domaines PB1.
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4- Discussion

4-a) Structure et mobilité de PB1*" seul et en complexe avec p40-Cter
Dans cette partie, je vais me focaliser sur certaines boucles du domaine PB1 de p67°"

qui me semble particulierement intéressantes.

La boucle formée entre les brins (3, et B, (boucle L1) est relativement bien définie
d’apres la superposition des structures de plus basse énergie (Figure 29). Les mesures de
NOESs hétéronucléaires {'H}-"°N montrent que cette boucle n’est pas mobile en solution. Or,
la comparaison des structures RMN de PB1” avec la structure cristallographique du domaine
en complexe avec p40-Cter montre une différence dans 1’orientation de la boucle L1 (illustrée
sur la Figure 30). Cela peut provenir du fait que I’une des structures de PB1*’ est obtenue en
solution, I’autre dans un cristal ou des interactions protéine/protéine peuvent contraindre la
structure. Cette différence peut également s’expliquer par le fait que 1’une des structures
correspond a PB17 libre et 1’autre 2 PB1°*’ en complexe avec son partenaire. Or, la structure
cristallographique satisfait 1’ensemble des contraintes RMN au niveau des structures
secondaires. De plus, ces brins 3, et 3, sont impliqués dans I’interaction (Figure 35 et Figure
45). La différence ne semble donc pas provenir de I’empilement cristallin mais plutot de la
complexation. Cependant, des contraintes structurales complémentaires pour la protéine en
solution permettraient d’affiner I’orientation de cette région et de définir précisément 1’effet

de la complexation.

Les différentes structures RMN de PB1°* proposent un large éventail de positions
pour les boucles formées entre ,/a, (L2) et /B, (L4), limitées toutefois par I’ancrage au brin
[, et a I’hélice a, pour la boucle L2 et aux brins 3, et 3, pour la boucle L4. Aucune contrainte
structurale (liaison hydrogene et NOE) n’a été imposée pour définir 1’orientation des boucles.
Il n’est donc pas surprenant d’obtenir un tel panel de positions. Cependant, les mesures de
NOEs hétéronucléaires {'H}-"°N montrent une mobilité de ces régions qui augmentent lors de
la complexation a p40-Cter.

La boucle L2, formée des résidus 367 a 371 dont deux prolines non attribuées, ne
semble pas affectée par la complexation d’apres la carte des variations chimiques (Figure 35
et Figure 45). L augmentation de la mobilité de cette boucle peut donc provenir d’une

réorientation suite a la formation du complexe.
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Par contre, la boucle L4, composée des résidus 395 a 401 dont seul le résidu N400
n’est pas attribué dans le complexe, possede un résidu affecté par I’interaction (Figure 35 et
Figure 45). 11 s’agit de I’arginine 395 de PB1*”, présente au tout début de la boucle. D’apres
la structure cristallographique du complexe entre les domaines PB1 (Wilson et al., 2003) cette
arginine forme une liaison hydrogéne avec la proline 339 du bras C-terminal de p40"™
(Figure 40). 11 est donc possible que la boucle L4 de PB1*’, déja mobile en solution, vienne
interagir avec le bras de p40™ lors de la formation du complexe, augmentant ainsi
I’amplitude de son mouvement. D’apres la structure cristallographique du complexe, une
seconde liaison hydrogene est également formée entre le tryptophane 425 C-terminal de

PB1" et la thréonine 337 du bras de p40”™™* (Figure 40). Ces deux liaisons hydrogenes

phox

soulignent I’importance du bras C-terminal de p40™* spécifique du systeme phox.

Figure 40 Structure cristallographique du complexe PB1°/p40-Cter. Le domaine PB1°” est représenté
en gris et p40-Cter en bleu. Les résidus T337 et P339 (batonnets oranges) du bras C-terminal de p40°"™
(rose) forment des liaisons hydrogene (traits rouges) respectivement avec les résidus W425 et R395
(batonnets jaunes) du domaine PB1°* (gris). (Wilson ef al., 2003G]code PDBEI10EYCIfigure réalisée avec
PyMol).

Un autre fait souligne I’'importance de 1’interaction du bras C-terminal de p40™** avec
PB1"”. Une mutation de cette arginine 395 en tryptophane (R395W) a été découverte dans le
gene codant pour p67°"* chez des patients atteints de CGD. Ces patients présentent également

une délétion des résidus 19 a 21 de p67ph"", dans le domaine TPR N-terminal, entrainant
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I’absence du facteur cytosolique (Noack et al., 1999CIPatino et al., 1999). La reconstitution de
la mutation R395W avec des protéines recombinantes conduit a une diminution d’environ
50% de 1’efficacité de dimérisation entre PB1°* (R395W) et p40C-ter (Wilson et al., 2003).

La liaison hydrogene formée entre 1’arginine 395 de PB1*

et la proline 339 du bras
C-terminal de p40™* semble donc importante pour la stabilisation du complexe entre les
domaine PB1. Or, cette hétérodimérisation est déterminante pour l’interaction entre les
facteurs cytosoliques p67°"*/p40P"* essentielle a I’activité oxydase. Ces données structurales,
combinées aux données biochimiques, montrent donc I’importance d’une interaction forte et

stable entre p67™* et p40™* pour I’activité oxydase, bien qu’actuellement, aucune mutation

CGD n’ait été découverte pour le gene codant pour p40P"™,

4-b) Topologie des domaines PB1

L’analyse des séquences de protéines capables d’interagir avec une région PCCR a
révélé I’existence de domaine PB1. Il existe donc au sein de divers systemes biologiques des
interactions PCCR/PB1. Puis, des données structurales de PCCRs a montré que ces régions
sont également des domaines PB1 (Ponting et al., 2002C]1 Yoshinaga et al., 2003). En effet,
parallelement a la structure cristallographique et RMN des domaines PB1 de p67™"* et p40"™™,
plusieurs groupes ont résolu la structure de domaines PB1. Or, I’ensemble de ces domaines
possedent un repliement compact de type ubiquitine avec une topologie B,/f,/ct,/B5/Ba/ct,/Ps

(Figure 41).

Figure 411 Topologie de type ubiquitine. ACIstructure cristallographique de I’ubiquitine. Code PDBLCI
1UBQ, Vijay-Kumar et al., 1987. BCstructure RMN de plus basse énergie de PB1°%.
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Cette topologie est retrouvée pour la plus grande majorité des domaines PB1. Seule la
structure RMN du domaine PB1 de la protéine Bemlp de la levure révele la présence de
quatre brins [ au lieu de cinq (Terasawa et al., 2001). Le brin correspondant généralement au

B, n’est pas présent ou les données RMN n’ont pas permis de le délimiter (Figure 45).

Deux types de domaines PB1 ont alors été répertoriés. Les modules PB1 qui possedent
un motif PC, appelés PB1 de type I et ceux qui ne possedent pas le motif PC mais une lysine
strictement conservée, appelés PB1 de type II. Parmi les PB1 identifiés, certains possedent
I’ensemble de ces criteres. Ces domaines peuvent potentiellement définir une troisieme classe
de modules, les PB1 de type I+I1.

Cette nouvelle nomenclature est illustrée par le systeme phox. Le facteur cytosolique
p40™™ possede donc un domaine PB1 de type I et p67*"*, un domaine de type II (Figure 42).

Le motif PC possede un repliement compact en Bpa (Yoshinaga et al., 2003).

Topologie du domaine PB1 de p67phox: Topologie du domaine PB1 de p40phox:
N N\
p2 p3
al a2 al o2

Br 65 b
N\

motif PC
PB1 de Type 11 PB1 de Type I

Figure 420 Topologie des domaines PB1 de p67°" (domaine de type II) et de p40°™™ (domaine de type I).
Les brins f de PB1°” sont représentés en orange, les brins f de PB1**, en vert et les hélices a en blanc. Le

motif PC de PB1°*’ correspondant i B;+f,+0.,, est représenté en vert plus foncé.

Pour p67°™ ou p40™>, I’organisation du domaine PB1 ne change pas qu’il soit en
solution ou dans la maille cristalline, isolé ou en complexe (Wilson et al., 2003). Ces

domaines PB1 possedent toujours une organisation de type ubiquitine.
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4-c) Interaction entre domaines PB1

4-c1) Base commune de I’interaction

La variation de déplacement chimique a permis d’identifier les acides aminés des
domaines PB1 de p67™ et p40*™*, impliqués dans I’interaction avec le partenaire. La région
de PB1 affectée par la formation du complexe avec p40-Cter se situe globalement au niveau
des brins {3, et 3, et de la boucle formée par ces deux brins (Figure 43). Deux acides aminés
sont également affectés par la présence du partenaire. Il s’agit de la leucine 383, a I’extrémité
C-terminale de I’hélice a,, et de I’arginine 395, présente en N-terminale de la boucle p;p,.
Pour p40-Cter, bien que la chaine principale ne soit attribuée qu’a 67% dans le complexe,
nous avons également identifié la région affectée par la complexation. Cette région
correspond principalement aux brins (35 et 3, du motif PC (Figure 43). Les résidus D247,
T248, présents dans la boucle p3,/p,, et T251, situé au début du brin f3,, présentent aussi une
variation de déplacement chimique significative (ASRDEpm). Etant donné que la région

phox

C-terminale de p40™™* (résidus 330-339) n’est attribuée dans le complexe, il n’est pas possible
d’observer de variations de déplacement chimique. Nous ne pouvons donc pas dire si cette

zone est impliquée dans ’interaction en solution.

ol o2

AN

site d'interaction site d'interaction
de PB1p67 de PB1p40

Figure 430 Zones d’interaction des domaines PB1 de p67°™™ et p40™*. Les régions impliquées dans
I’interaction avec le domaine partenaire sont visualisées la topologie des domaines PB1. Les zones en bleu
et en vert correspondent respectivement aux régions de PB1°¥ et de PB1** impliquées dans le complexe.

L’analyse plus précise des résidus impliqués dans I’interaction entre les domaines PB1

de p67™* et p40™™ montre que cette interaction implique des résidus du motif PC de p40-

p40 po7

Cter, correspondant au cluster acide de PB1"™, et des résidus basiques de PB1™’, proches de
la lysine 355 strictement conservée (Figure 44). L’interaction PB1°*"/p40-Cter se réalise donc

entre une surface chargée positivement d’un coté (sur PB1°"") et négativement de 1’autre (sur
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PB17). Il s’agit d’une interaction de type électrostatique entre ces domaines PB1. En général,
les interactions de ce type sont assez fortes, environ SMcal/mol. L’affinité entre ces domaines
PBI1 est d’ailleurs de 4dM (Wilson et al., 2003). Ces modules permettent 1’interaction entre
les facteurs cytosoliques p67°"*/p40™ qui forment un complexe p67°"*/p40™™* relativement
fort en solution (10MM, Lapouge et al., 2002). De plus, I’interaction entre ces domaines PB1
doit étre suffisante pour stabiliser 1’interaction p67*">/p40™ en solution puisque celle-ci

semble constitutive lors de 1’activation de la NADPH Oxydase.

i -

- I-I.I
« P07

ACI/BCI

¢

VK365 Exl
ACYBC2 T
I_JJ” I".l.- ry

Figure 44C1Résidus chargés impliqués dans ’interaction PB1°/PB1°*. le PB1 de p67°™ est représenté en
gris et celui de p40°™™ en jaune. Les résidus acides sont en batonnets rouges et les résidus basiques en
batonnets bleus. AC signifie cluster acide et BC, cluster basique.

D’apres les alignements de séquences de domaines PB1, présenté sur la Figure 45, il
est possible de généraliser les zones d’interaction au type de domaine. En effet, les domaines
de type I, comme celui des protéines p40™™* et Cdc24p, ont leur surface d’interaction qui
correspond globalement aux résidus acides du motif PC. A I’inverse, les domaines PB1

partenaires comme ceux des protéines p67™

et Bemlp, ont une interface d’interaction
correspondant aux résidus basiques situés autour de la lysine strictement conservée (K482
et K355 (Wilson et al., 20031 Terasawa et al., 2001C] Yoshinaga et al., 2003C1 Van

Drogen-Petit et al., 2004).
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oy B3 Ba v%3 Bs
VAN VAN

B B2

motif PC
h 1)4(ip|m\ (237) TNWLRCYYYEDTI----STIKDIAVEEDLS---———— STPLLKDLLELTRREFQRE - —————— DIIALNYRDAEGDLVRLLSDEDVALMVROARGLPSQKRLFPWKLHITQK (329)
y ('dcl-lp (761) SILFRISYNNNSNNTSSSEIFTLLVEKVWN-—-————————— FDDLIMAINSKISNTHNNNISPI[TKIKYQODEDGDFVVLGSDEDWNVAKEMLAENNE - ————— KFLNIRLY (854)
hJ’KCL (16) QVRVKAYYRGD----———— IMITHFEPSIS—--—====———- FEGLCNEVRDMCSFD----NEQLIFTMKWIDEEGDPCTVSSQLELEEAFRL{ LLIHVF (97)
miPKC}\ (16) QVRVKAYYRGD--------IMITHFEPSIS- --FEGLCSEVRDMCSFD----NEQPFTMKWIDEEGDPCTVSSQLELEEAFRI] LLIHVF (97)
hiTF(} (10) KLIVKAQL-GED----- IRRIPIHNEDIT--. --YDELVLMMQRVFRGKLL~--SNDEVTIKYKDEDGDLITIFDSSDLSFAIQC ILKLTLFVN (91)
h)62 (3) SLTVKAYLLGKEDAAREIRRFSFCCSPEPEAEAEAAAGPGPCERLLSRVAALFPALRPGG---—FQAHYRDEDGDLVAFSSDEELTMAMSY| IFRIYIKEK (102)
Z1p (3) SLTVKAYLLGKEEAAREIRRFSFCFSPEP--EAEAAAGPGPCERLLSRVAVLFPAL----RPGGFQAHYRDEDGDLVAFSSDEELTMAMSYVKDD—-——--— IFRIYIKEK (100)
(43) DVRVKFEHRGE---———- KRILQFPRPVK-——————————— LEDLRSKAKIAF————————— GQSMDLHYTNNELVIPLTTQDDLDKALELLDRSTHMKS---LKILLVIN (122)
( 44 ) DVRIKFEHNGE--—---- RRITAFSRPVK-—————————— YEDVEHKVTTVF————————— GQPLDLHYMNNELSILLKNQDDLDKAIDILDRSSSMKS---LRILLLSQ ( 123 )
(15) IVEVKSKFDAE------ FRRFALPRASVSG-=-===———=—= FQEFSRLLRAVHQIP————— GLDVLLGYTDAHGDLLPLTNDDSLHRALASGPPP-——————- LRLLVQKR (95)
(478) TTKIKEYYKDD---——--- IFALMLKGDTT-=-========= YKELRSKIAPRI---—-—-- DTDNFKLQTKLFDGSGEEIKTDSQVSNIIQA-———==—===== KLKISVHDI (551)
(351) PYTLRVHYK-====-——ee= YTVVMKTQPGLP - —======~| YSQVRDMVSKKLELR-~~—~~ LEHTKLSYRPRDSNELVPLSEDSMKDAWGQVKNY - = ===~ CLTLWCENT (429)
By B2 ag B3 Ba ap Bs
vVAA MW
motif PC
h p-l(lplm.\ (237) TNWLRCYYYEDTI----STIKDIAVEEDLS-----—-— STPLLKDLLELTRREFQRE-—————- DIALNYRDAEGDLVRLLSDEDVALMVRQARGLPSQKRLFPWKLHITQK (329)
}7(‘dc24p (761) SILFRISYNNNSNNTSSSEIFTLLVEKVWN--————————- FDDLIMAINSKISNTHNNNISPITKIKYQDEDGDFVVLGSDEDWNVAKEMLAENNE-————- KFLNIRLY (854)
h7PKCL (16) QVRVKAYYRGD-======= IMITHFEPSIS-=-========= FEGLCNEVRDMCSFD-~---NEQLIF TMKWIDEEGDPCTVSSQLELEEAFRIYYELNKDSE-~-=~~~ LLIHVF (97)
miPKCK (16) QVRVKAYYRGD-=--===== IMITHFEPSIS=-========== FEGLCSEVRDMCSFD-~-~--NEQPFTMKWIDEEGDPCTVSSQLELEEAFRIYELNKDSE-~==~~=~ LLIHVF (97)
hiTFG (10) KLIVKAQL-GED----- IRRIPIHNEDIT-=========== YDELVLMMQRVFRGKLL~--SNDEVTIKYKDEDGDLITIFDSSDLSFAIQCSR-———=—=—— ILKLTLFVN (91)
hJ)GZ (3) SLTVXAYLLGKEDAAREIRRFSFCCSPEPEAEAEAAAGPGPCERLLSRVAALFPALRPGG---—FQAHYRDEDGDLVAFSSDEELTMAMSYVKDD-=—==—~ IFRIYIKEK (102)
ZIP ( 3 ) SLTVHKAYLLGKEEAAREI FSFCFSPEP--EAEAAAGPGPCERLLSRVAVLFPAL----RPGGFQAHYRDEDGDLVAFSSDEELTMAMSYVKDD-—————— IFRIYIKEK ( 100 )
(43) DVRVKFEHRGE----—-- KRILQFPRPVK=-——————— = LEDLRSKAKIAF————————— GQSMDLHYTNNELVIPLTTQDDLDKALELLDRSIHMKS---LKILLVIN (122)
(44) DVRIKFEHNGE----—=- RRIIAFSRPVK-=——=——cm e YEDVEHKVTTVF ——====—=—— GQPLDLHYMNNELSILLKNQDDLDKAIDILDRSSSMKS---LRILLLSQ (123)
(15) IVEVKSKFDAE------ FRRFALPRASVSG=========== FQEFSRLLRAVHQIP-—-—~~ GLDVLLGYTDAHGDLLPLTNDDSLHRALASGPPP-=——=—==== LRLLVQKR (95)
(478) TTK KDD=====mmm FALMLKGDTT-========== YKELRSKIAPRI======= DTDNFKLQTKLFDGSGEEIKTDSQVSNIIQA-========== KISVHDI (551)
(351) PYTLKVHVK=mm—————— TVVMKTOPGLP - ======== YSQVRDMVSKKLELR====~ LEHTKLSY®PRDSNELVPLSEDSMKDAWGQVKNY —===——~ CLTLWCENT (429)

Figure 45C] Alignements de séquences de domaines PB1. Différentes especes sont représentéesCl’humain
(h), 1a levure (y) et la souris (m). Le nom des protéines possédant un domaine PB1 de type I est indiqué en

rouge, un domaine de type II en bleu clair et de type I+II en noir. Les structures secondaires
schématisées au-dessus des séquences. AClles séquences correspondant aux brins § et aux hélices a

sont
sont

surlignées en jaune et mauve respectivement. La lysine surlignée en rose est strictement conservée dans la
séquence des domaines PB1 de type II et I+II. Les résidus surlignés en bleu, dans le motif PC encadré, ont

leur fonction conservée ou sont strictement conservés. BClles résidus impliqués dans une interaction

avec

un domaine de type II sont en gras et en rouge et ceux impliqués dans une interaction avec un domaine de
type I sont en gras et en bleu clair. Pour les résidus déterminés par les variations de déplacements
chimiques en RMN, seuls les résidus les plus affectés par ’interaction ont été représentés. Interaction
PB17%“/PB1*"*Y Hirano et al., 2004CIPB1*/PB1**? Lamark et al., 2003G1PB1%*"*/PB1°4*" Terasawa et

al., 2001, Yoshinaga et al., 2003, Van Grogen-Petit et al., 2004.

Il semble donc d’une part que les partenaires des domaines de type I soient des

domaines de type II et vice et versa, et d’autre part, que cette interaction soit de type

électrostatique. Les domaines de type I+1I, comme celui des aPKC, sont d’ailleurs capables

d’interagir soit avec un domaine de type II, comme celui de la protéine ZIP, par son motif PC,

soit avec un domaine de type I, comme celui de la kinase MEKS, par sa lysine strictement

conservée (Hirano et al., 2004) (Figure 46). Quelle que soit I’interaction, celle-ci est de type

électrostatique et engage des résidus acides du domaine de type I et des résidus basiques du

domaine de type II.
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ParG, ZIP

ZIP MEKS

Figure 46C1Différents modes d’interaction entre les domaines PB1. K correspond a la lysine conservée des
PB1 de type II (ou I+II) et PC correspond au motif PC des PB1 de type I (ou I+II). Al interaction entre
un PB1 de type I et un PB1 de type II. BClinteraction entre des PB1 de type I+II et entre un PB1 de type
I+I1 et un PB1 de type I1. CEauto-oligomérisation d’un domaine de type I+II (Noda et al., 2003).

Plusieurs études de mutageneses dirigées ont ét€ conduites sur les différents domaines
PB1. Les interactions avec le domaine PB1 partenaire ont ensuite été testées in vitro.

La mutation ponctuelle de la lysine strictement conservée en alanine des domaines
PB1 de type II (ou I+II) abolit I'interaction avec le domaine partenaire. C’est notamment le
cas pour les lysines 355 de p67™, 482 de Bemlp, 20 de Par-6 et 7 de p62 dont la mutation
entrafne une perte d’interaction avec respectivement p40™, Cdc24p, aPKC, aPKC et MEK5
(Ito et al., 20011 Lamark et al., 2003C1 Noda et al., 2003). D’autre part, la substitution des
aspartates conservés du motif PC formant la séquence DXXGD, entraine également la perte
d’interaction avec le motif PB1 correspondant. C’est le cas pour les aspartates 820 et 824 de
Cdc24p, 289 et 293 de p40™™* et 62 et 66 des aPKC dont chacune des substitutions en alanine
empéche 1’interaction respectivement avec Bemlp, p67"™"* et Par6 (Terasawa et al., 2001C]
Nakamura et al., 19981 Noda er al., 2003). La substitution de ces résidus strictement
conservés au sein des domaines PB1 de type I et II, montrent que ces acides aminés sont

essentiels pour I’interaction avec le domaine partenaire.

4-c2) Spécificité de reconnaissance
Il a été montré qu’il existe une spécificité de reconnaissance entre les domaines PB1.

phox

Par le systeme du double hybride, il a ét€ observé que la région inter-SH3 de p67™™* (qui

comporte le domaine PB1 de p67°"*) n’est pas capable d’interagir avec les régions de Cdc24p
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et MEKS5 qui possedent le domaine PB1. Cette région de p67°™™* ne peut interagir qu’avec la
protéine p40"h°" humaine et de souris (Nakamura et al., 1998). Or, les protéines p40"h°"
humaine et de souris sont proches dans la séquence du motif PC. De la méme fagon, le
domaine PB1 de Bemlp interagit avec le motif PC de Cdc24p mais ne reconnait pas celui de
p40™™* (Ito et al., 2001). Bien que les domaines PB1 interagissent selon un schéma commun
(interaction électrostatique entre un domaine de type I et un domaine de type II), il existe une
spécificité de reconnaissance.

Les positions variables au sein du motif PC semblent pouvoir moduler la spécificité de
reconnaissance entre domaines PB1. Ainsi, il a ét€ montré que les résidus non conservés de
Cdc24p (E821, F825, V826 et E832) et de Beml1p (K480, 1489, A491 et R510) appartiennent
a 'interface d’interaction. La substitution des résidus E821, F825 et V826 du motif PC de
Cdc24p entraine une diminution de 10 & 60% de I’interaction avec le domaine PB1°™'"?, De
plus, la mutation R510A de PB1®™'" entraine la perte de I’interaction avec le motif PC
(Terasawa et al., 2001C] Yoshinaga et al., 2003). Ces résidus non conservés sont donc
importants pour I’interaction entre les domaines PB1 et pourraient participer a une spécificité
de reconnaissance. De méme, la délétion des résidus 335 a 339 de la région C-terminale de
p40ph°", extérieure au domaine PB1, déstabilise également 1’interaction avec le domaine PB1
de p67°" (Nakamura et al., 1998). De plus, cette interaction est spécifique du systeme phox.

phox

Le bras C-terminal de p40™* pourrait donc également participer a la spécificité de
reconnaissance pour le domaine PB1 de p67°™.

Certains domaines PB1, comme celui des aPKC ou de MEKS, peuvent interagir avec
différents partenaires. Or, nous venons de voir qu’il existe une spécificité de reconnaissance
entre domaines PB1. Il serait donc intéressant d’identifier les acides aminés importants pour

la spécificité. Ceci permettrait peut-etre de comprendre quelle est la nécessité physiologique

d’une reconnaissance multiple qu’ont certains domaines PB1.

4-c3) Comportement des domaines PB1 en solution
Le domaine PB1 de la protéine adaptatrice p62 (ou ZIP) est capable de s’auto-
oligomériser en solution par une interaction entre sa lysine strictement conservée et son motif
PC (Lamark et al., 2003). Ce domaine de type I+II possede 9 résidus acides dans la région du
motif PC et cinq résidus basique dans son cluster basique comprenant la lysine strictement
conservée. Le domaine PB1 de p67°™, de type II, possede, en plus de sa lysine strictement

conservée, deux résidus basiques dans cette région et 6 résidus acides dans la région
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correspondant au motif PC. Lors des expériences RMN, réalisées a 25°C et a pH,S, une
série de spectres 2D-HSQC ('H, ""N) a été enregistrée, avec un spectre toutes les 24 heures.
Seule I’intensité des pics diminuait d’environ 20% par jour, due a une diminution de la
concentration de protéines en solution. Une partie de la protéine se retrouvait sous forme de
précipité visible au fond du tube. Une dénaturation de la protéine peut €tre responsable de ce
comportement en solution. Cela peut également provenir d’une oligomérisation du domaine
PB1 en solution. Nous avons d’ailleurs pu observer sur gel filtration, dans le cadre d’une
purification du domaine PB1de p67""* produit en grande quantité, la formation d’un dimere
en solution. Nous avons donc cherché a vérifier si le domaine PB1 de p67™™* pouvait se
comporter, dans des conditions de concentration liées aux expériences RMN, de la méme

facon que le domaine PB1 de p62 en solution (Figure 47).

Recto Verso

Figure 47C1 Structure du domaine PB1*¥, Une face appelée «Decto@ de PB1*7 est numérotée en A et la
face opposée «ersod en B. A, et B, représentent le repliement tridimensionnel de squelette de PB1°". Les
structures secondaires et les extrémités N- et C-terminales sont identifiées. A, et B, représentent la
structure de PB1°* en surface. Les acides aminés impliqués dans ’interaction avec p40-Cter sont indiqués
en vert. A; et B; montrent la surface électrostatique du domaine. Les zones en rouge indiquent une surface
chargée négativement et les zones en bleu, une surface chargée positivement (bornes de neutralité —1,8 a
1,8). (Figure réalisée avec Swiss-PDB viewer a partir de la structure cristallographique de Wilson ef al.,
2003).
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La zone d’interaction avec p40-Cter, visualisée en vert sur la Figure 47 en A,,
correspond a une zone de PB1* chargée positivement (Figure 47 en A,). Ceci était attendu,
étant donné la nature basique des résidus en interaction. La face de PB1"” opposée a la
surface d’interaction présente un certain nombre de résidus chargés négativement (en B,).
Mais ces charges sont trop ponctuelles pour affirmer qu’une auto-oligomérisation entre une
face électronégative et la face opposée électropositive se réalise pour PB1°”. L hypothese

d’une dénaturation de PB1?%’

en solution, a 25°C, devient alors la plus probable.

La méme question peut se poser pour le domaine PB1 de p40”™. En effet, ce domaine
de type I possede 7 résidus acides dans son motif PC et deux résidus basiques en N-terminal,
dont une arginine alignée avec la lysine strictement conservée des domaines de type II (Figure
45). De plus, lors des expériences RMN 2D-HSQC ('H, “N) réalisée a 25°C et a pH7,5, les
spectres évoluent au cours du tempsCldes pics apparaissent, d’autres disparaissent ou encore
se dédoublent. Ceci suggere une hétérogénéité de la protéine en solution. Or, des échantillons
prélevés a 4 jours d’intervalle dans le tube RMN puis centrifugés ont été analysés par
spectrométrie de masse electrospray. Les résultats montrent que la protéine ne subit pas de
dégradation. L’évolution des spectres RMN n’est donc pas due a la présence d’especes
protéiques clivées dans la solution. Cela peut alors provenir d’une dénaturation ou de la
formation de petits oligomeres en solution. De grands oligomeres ne seraient pas visibles sur
les spectres RMN réalisées car 1’intensité des pics serait inférieure au seuil de détection.
Comme pour PB1*, nous avons analysé la surface du domaine PB1 de p40™™* afin de

départager ces deux possibilités de comportement en solution (Figure 48).
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?

Figure 48C1Structure du domaine p40-Cter. Une face appelée «Mectod de p40-Cter est numérotée en A et
la face opposée «GlersoX en B. A, et B, représentent le repliement tridimensionnel de squelette de p40-
Cter. Les structures secondaires et les extrémités N- et C-terminales sont identifiées. A, et B, représentent
la structure de p40-Cter en surface. Les acides aminés impliqués dans D’interaction avec PB1"¥ sont
indiqués en vert. A; et B; montrent la surface électrostatique du domaine. Les zones en rouge indiquent
une surface chargée négativement et les zones en bleu, une surface chargée positivement (bornes de
neutralité —1,8 a 1,8). (Figure réalisée avec Swiss-PDB viewer a partir de la structure cristallographique
de Wilson et al., 2003).

La zone d’interaction de p40-Cter avec PB17, visualisée en vert sur la Figure 48 en
A,, correspond a une zone de p40-Cter chargée négativement (Figure 48 en A;). Ceci était
attendu, puisque les résidus affectés par I’interaction correspondent aux acides aminés acides
du motif PC. La face de p40-Cter opposée a la surface d’interaction présente une petite zone
chargée positivement (en B;). Cette surface est tres localisée et le module semble
essentiellement chargé négativement. L’hypothese d’une auto-oligomérisation de PB1"*
semble donc peu probable. Il s’agit plus stirement d’une hétérogénéité conformationnelle de

la protéine en solution.
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4-d) Le domaine PB1, un module ubiquitaire[2

Les domaines PB1 sont trouvés chez des organismes eucaryotes variés, allant de la
levure (Saccharomyces cerevisiae), la drosophile (drosophila melanogaster), la souris (Mus
musculus) a ’Homme (Homo sapiens) en passant par les plantes (Lotus japonicus). D’apres la
banque de données SMART (a Simple Modular Architecture Research ToolCidentification of
signaling domains), 212 protéines eucaryotes possédant un domaine PB1 ont été identifiées a
ce jour. Ce nombre est amené a croitre avec 1’augmentation de la quantité d’ADN eucaryote
séquencé. Parmi ces protéines, 37 sont codées par le génome humain. Un échantillon des

protéines possédant un domaine PB1 est présenté sur la Figure 49.

WEPKC { PBT el e BeriThr Kinase | it 592595
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MEKK2/3 Sefifhrkinase ) s1a2

Figure 491 Architecture de protéine possédant un domaine PB1. A part le domaine PB1, les motifs et les
domaines suivants sont présents au sein de ces protéinesCldoigts a zinc C1 ou ZZ, domaine catalytique des
kinases a serine/thréonine, domaine associé a ’ubiquitine (UBA pour Ubiquitin Associated), PDZ (PSD-
95,Dlg, and Z0-1/2), Phox (PX), Src homology 3 (SH3), tetratricopeptide repeat (TPR), liaison interactive
Cdc42/Rac (CRIB pour Cdc42/Rac-interactive binding) et coiled-coil (CC). (Lamark ef al., 2003).

Ces domaines PB1 sont présents chez de nombreuses protéines de signalisation. Ils
permettent des interactions protéine/protéine, autorisant la formation de complexes protéiques
nécessaires a la transduction d’un signal. Outre le complexe de la NADPH Oxydase, dont
linteraction PB1”*/PB1°¥ est importante pour 1’activité oxydase, de nombreux systemes
biologiques fonctionnent par des interactions de type PB1/PB1. C’est le cas notamment des
protéines Cdc24p et Bemlp de Saccharomyces cerevisiae. Ces protéines interviennent dans
I’établissement de la polarité cellulaire de la levure lors de deux évenementsCd le
bourgeonnement, pendant la phase de croissance végétative, et I’accouplement, en réponse a

des phéromones spécifiques (Madden and Snyker, 1998). Cdc24p et Bemlp interagissent par
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leur domaine PB1 et forment un complexe avec Cdc42p. Ce complexe est le coeur de la
machinerie responsable de I’établissement de la polarité cellulaire. Bemlp joue le role
d’échafaudage du complexe et Cdc24p est le facteur d’échange (GEF) de la petite protéinel{
Cdc42p.

Les domaines PB1 sont également présents au sein de nombreuses protéines kinases
(Figure 49). Parmi ces protéines kinases, les aPKCs (atypical Protein Kinases C). Comme
nous venons de le voir, le domaine PB1 des aPKCs est capable d’interagir d’une part, avec le
domaine PB1 de p62 et d’autre part, avec le domaine PB1 de Par6 (Partitioning-defective
protein 6). Tout d’abord, deux aPKCs (CPKC et A/TPKC) interagissent avec la protéine
adaptatrice p62. Cette interaction est 1’un des chainons de la cascade d’activation du facteur
de transcription NK-kB par les cytokines TNKo (Tumor Necrosis Factor o) et I'IL-1
(Interleukine 1) (Sanz et al., 1999C1Sanz et al., 2000). Puis, les aPKCs peuvent également
interagir avec la protéine Par6 par leur domaine PB1 respectif. Cette interaction est essentielle
au sein de la machinerie moléculaire nécessaire a 1’établissement et le maintien de la polarité
cellulaire pendant la morphogenese et la migration cellulaires (Etienne-Manneville et Hall,
2003).

D’autres kinases possedent un domaine PB1 grace auquel elles exercent leur fonction.
C’est le cas de certaines protéines MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases)Eles MAPK
kinase kinases MEKK?2 et MEKK3 activent la MAPK kinase MEKS par des interactions entre
domaines PB1 (Nakamura et al., 2003). MEKS est un activateur spécifique de la protéine

kinase ERKS5 impliquée dans la prolifération cellulaire (Kato et al., 1998) (Figure 50).

MEKK?2

MEKK3 ——>» MEKS —>» ERKS l::> prolifération cellulaire

Figure 50C] Cascade d’activation de la prolifération cellulaire. Les fleches noires correspondent a
I’activation des différentes kinases.

Nous venons de voir différents systemes biologiques impliqués dans des processus
variés comme |’établissement de la polarité cellulaire, 1’activation d’un facteur de
transcription ou encore la prolifération cellulaire. L’ensemble de ces mécanismes fait
intervenir des interactions entre les domaines PB1 de leurs protéines clefs. Seuls quelques
exemples de protéines possédant un domaine PB1 ont été présentés ici. Or, le nombre de ces

protéines eucaryotes augmente de facon spectaculaire depuis ces trois dernieres années.
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VI Conclusion et perspectives

L’étude de Iinteraction entre les domaines PB1 de p67°"* et p40”™ du complexe de la
NADPH Oxydase a débuté par une approche cristallographique de la région C-terminale de
p67™*. Les tests de cristallogenese n’ayant donné aucun cristal exploitable, nous avons
poursuivi cette étude par Résonance Magnétique Nucléaire en réduisant les protéines p67°"
et p40™™* a leur module PB1, plus les résidus C-terminaux pour p40”*. Nous avons obtenu le
repliement de la chaine principale de PB1*”, la topologie de p40-Cter, ainsi que la surface
d’interaction pour chacun des deux domaines PB1. Par des expériences de dynamique en
solution, nous avons également déterminé une région de PB1** mobile. Il s’agit de la boucle

Phox - Ce résidu forme une

formée entre les brins f; et f,, ou se situe 1’arginine 395 de p67
liaison hydrogene avec la proline 339 du bras C-terminal de p40*™™* qui se replie sur PB1°%".
La mutation R395W, retrouvés chez des patients atteints de la CGD, provoque une diminution
de I’efficacité d’interaction d’environ 50% (expérience réalisée par immuno-précipitation,
Wilson et al., 2003). Cette interaction parait donc importante pour la stabilité du complexe
formé entre PB1°/p40-Cter. Des mesures d’affinités pourraient confirmer ce résultat. Il

faudrait déterminer 1’affinité d’une part, entre p40-Cter et PB1*

sauvages et d’autre part,
entre p40-Cter sauvage et PB1*” muté au niveau de I’arginine 395. La mutation R395W
permettrait de préciser I’impact de cette mutation sur 1’affinité entre les partenaires. Nous
pourrions alors avoir une meilleure compréhension du mécanisme impliqué dans les CGD
liées notamment a cette mutation. Il serait également intéressant de réaliser ces mesures
d’affinité avec I’arginine 395 de PB1°¥ substituée en résidu neutre tel que 1’alanine. Ce travail
serait un témoin de la mutation CGD et permettrait d’expliquer 1’effet particulier d’un résidu
aromatique a la place de I’arginine (R395W) chez les patients CGD.

De plus, Nakamura et al., en 1998, ont montré par le systeme du double hybride que la
délétion des cinq résidus C-terminaux de p40™* déstabilise I’interaction PB1*"/PB17*. Ceci
laisse penser que le bras C-terminal de p40™, particulier au systeme phox, renforcerait
I’interaction entre PB1?" et PB1?*. Or, au cours de 1’une des purifications de la région
C-terminale de p40™>, la protéine a subi une protéolyse non maitrisée dans sa région
C-terminale. Cette préparation a été utilisée lors d’une étude préliminaire de RMN et nous
avons observé la formation du complexe entre le domaine PB1 de p67° et p40-Cter clivé
dans sa région C-terminale. Ainsi, I’absence des huit résidus C-terminaux du bras C-terminal
de p40™, y compris la thréonine 337 et la proline 339 qui forment des liaisons hydrogenes

avec I’arginine 395 et le tryptophane 425 de PB1*”’, n’empéche pas la formation du complexe.
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Ce bras est-il alors vraiment important pour la stabilit¢ du complexe en solution@ Pour
vérifier ceci, nous pourrions de nouveau mesurer I’affinité des domaines PB1 de p67°™ et
p40P"* avec et sans le bras C-terminal de p40™™. 1l serait intéressant de comparer ces mesures
aux affinités entre les domaines PB1 des différents systemes. En effet, le bras de p40™™
permet peut-étre une affinité particulicrement élévée entre PB1?* et PB1™, pour que
I’interaction p40"/p67°" soit stable tout au long du processus d’activation de la NADPH
Oxydase. La nécessité d’une telle interaction constitutive, donc forte, est suggérée par de
nombreux auteurs (Wientjes et al., 1993C1 Tsunawaki et al., 1994C] Tsunawaki et al., 2000)

pour une stabilisation mutuelle de p67™** et p40*"* dans la cellule.

Le travail effectué par I’ensemble des équipes (dont la nodtre) au cours de ces trois
dernieres années, témoignent de I’émergence d’une nouvelle famille de domaines structuraux
permettant des interactions protéine/protéine spécifiques. Ces domaines permettent non
seulement des interactions de stoechiométrie 1[I, entre des domaines de type I et II, mais
aussi des interactions multiples. En effet, des domaines de type I+II peuvent interagir avec des
domaines de type I ou II mais aussi avec eux-mémes pour former des oligomeres. Les
domaines PB1 sont présents chez de nombreuses especes eucaryotes et leur nombre ne cesse

d’augmenter depuis leur découverte.
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Evolution de ’interaction SH3/polyproline au cours de I’activation

I Interactions SH3/polyproline entre les facteurs cytosoliquesClbilan des connaissances

1- Interactions motif polyproline/domaine SH3

Dans le complexe cytosolique au repos, le motif polyproline de p47°"

est capable
d’interagir in vitro soit avec le domaine SH3 C-terminal de p67™ (Leto et al., 1994), soit le
domaine SH3 de p40™* (Fuchs et al., 1995). Cependant, le complexe p47""*/p67™ est de
plus grande affinité que le complexe p47°"/p40°™* avec des affinités respectives de 1’ordre du
nanomolaire et du micromolaire (Grizot et al., 2001C]1Lapouge et al., 2002).

Au cours de I’activation, p47™

est phosphorylé, notamment au niveau des sérines qui
encadrent la région du polyproline. L’ensemble de ces phosphorylations induit des
réarrangements de p47™* qui passe d’une conformation «@Eerméeld (d’auto-inhibition, Figure
1B) a «@uverteld lors de I’activation. Les domaines SH3 de p47™* sont alors libres
d’interagir avec le motif polyproline de p22™** (Ago et al., 1999CIKarathanassis et al., 2002C]

Groemping et al., 2003).

Phosphatidyl p22phox
inositols
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Figure 1: Interactions entre les facteurs cytosoliques. (A)CI Interactions possibles entre les facteurs
cytosoliques p67°"*/p40P***/p47*"** (Fuchs et al., 1995C1Fuchs et al., 1996G11Ito et al., 1996G1Sumimoto et al.,
1994C1 Sumimoto et al. 1996.ClLeto et al., 1994G1de Mendez et al., 1997G1Diekmann ef al., 1994C1Leusen et
al., 1995GIMcPhail et al., 1994). (B)ClInteractions existantes in vitro au sein du complexe ternaire (1CILCI)
au repos (Ito et al., 2001G1Lapouge et al., 2002).
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D’apres les différents tests d’interaction in vitro, entre les modules des facteurs
cytosoliques, il existe de nombreuses interactions possibles au sein du complexe ternaire
(Figure 1A). Or, au repos, seules quelques interactions sont effectives in vitro (Figure 1B), ce

qui rend envisageable une réorganisation du complexe ternaire lors de I’activation.

phox

2- Phosphorylation de p47
Les réarrangements observés au sein de p47”™ lors de 1’activation de la NADPH
Oxydase, sont la conséquence de nombreuses phosphorylations. Elles se réalisent sur 9

sérines de sa région C-terminale, comme indiqué sur la Figure 2.
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PGPQ35SPG348SPLEEERQTQR3%*SKPQPA VPPRP7°S ADLILNRC37*SESTKRKLASA V3%

Figure 2: Séquence de la région C-terminale de p47°"* (résidus 285 & 390). Les sérines phosphorylables
sont indiquées en rouge et le motif polyproline (PP) en bleu.

Des études de mutagenese dirigée ont été réalisées in vivo par transfection de
lymphocytes B déficients en p47™"*, ou de cellules K562, avec des vecteurs d’expression de
différents mutants de p47°™*. Ces mutants correspondent a la mutation d’une ou deux sérines
phosphorylables lors de 1’activation. La substitution de ces sérines en alanines empéche la
phosphorylation in vivo et leur substitution en aspartates ou glutamates mime la charge du
groupement phosphate. L’effet de la phosphorylation sur le fonctionnement de la NADPH
Oxydase differe selon la sérine. Certaines phosphorylations seront importantes pour la

N

phosphorylation des autres sérines, d’autres pour le transfert de p47” a la membrane et
d’autres encore pour 1’activation de 1’oxydase. Un résumé des résultats décrits dans la

littérature est présenté dans le tableau suivant (Figure 3).
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Sérine Mutant Phosphorylation | Transfert Activité Références
des autres ala NADPH
sérines membrane Oxydase
Sauvage + + +
S303A/S304A + + - 1,2,3
Ser 303-304 | S303E/S304E + + + 2
S303D/S304D + + - 2
Ser 328 S328A n.d. n.d. - 1,3
S359A/S370A - - - 1,4
Ser 359/370 | S359K/S370K - - - 4
S359E/S370E + + - 4
S359D/S370D + + - 4
Ser 379 S379A + +/- - 5

Figure 3C1Résumé des effets de mutagenese dirigée sur les sérines phosphorylables de p47°™*, Tous les
résultats reportés ici sont issus d’expériences in vivo. (1)CIEl Benna et al., 1994G1(2)ClInanami et al., 1998C]
(30 Ago et al., 1999G1(40t Johnson ef al., 1998G1(5)CIFaust et al., 1995.

L’expression in vivo de p47™* portant la double mutation S303A/S304A abolit
I’activité oxydase. Cependant, lorsque la cellule est stimulée, le mutant peut étre transloqué a
la membrane et les autres sérines phosphorylées (El Benna et al., 1994C1Inanami et al., 1998C]
Ago et al., 1999). Ces sérines S303 et S304 ne sont donc nécessaires ni a la translocation de
p47°* a la membrane, ni a la phosphorylation des autres sérines. Par contre, 1’expression du
double mutant S303E/S304E qui mime la phosphorylation de ces sérines, permet une

production d’ions superoxydes en grande quantité.

La phosphorylation de la sérine 328, également présente dans la région polybasique
(ou AIR) de p47™, parait essentielle a I’activité oxydase. En effet, la mutation S328A inhibe

N

l’activation de 1’oxydase in vivo mais pas le transfert de p47™ a la membrane, ni la

phosphorylation des autres sérines (El Benna et al., 1994C1Ago et al., 1999).

La phosphorylation des sérines S303, S304 et S328 est donc nécessaire pour ’activité
de la NADPH Oxydase. Or, ces trois sérines appartiennent a la région polybasique de p47°™"*.
Ceci conforte 1’hypothese que la phosphorylation de cette région permet de rompre
I’interaction intramoléculaire formée au repos entre le tandem de SH3 et la région
polybasique (292-340) de p47™™*, permettant ainsi son interaction avec le flavocytochrome

bssy (voir introduction).
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Le remplacement de la sérine 379 par une alanine diminue 1’efficacité de translocation
de p47"™™* a la membrane, ce qui conduit a la perte de 1’activité oxydase. Par contre, la
phosphorylation de cette sérine ne semble pas indispensable a la phosphorylation des autres
(Faust et al., 1995). La phosphorylation de la sérine 379 semble donc essentielle a la

translocation de p47™ a la membrane et a 1’activité oxydase.
p y

L’expression in vivo des double mutants S359A/S370A et S359K/S370K de p47™
entraine une forte diminution de la phosphorylation de p47""*, de I’activité oxydase et
I’inhibition de la translocation de p47IDhOX a la membrane (El Benna et al., 1994C1 Johnson et
al., 1998). Ces mutations empeéchent donc la cascade d’activation de 1’oxydase. Le fait de
mimer la phosphorylation des sérines 359 et 370, par I’expression des mutants S359D/S370D
ou S359E/S370E, rétablit la phosphorylation des autres sérines de p47°™™* ainsi que sa
translocation a la membrane (Johnson et al., 1998). Ces résultats suggerent que les sérines 359
et 370 sont les premieres phosphorylées lors de 1’activation et que leur phosphorylation
permet celle des autres sérines. Il existerait donc une chronologie dans la phosphorylation des
sérines. De plus, ces sérines 359 et 370 encadrent directement le motif polyproline de p47°"*
capable d’interagir soit avec le domaine SH3 C-terminal de p67™*, soit avec le domaine SH3
de p40™*. Ces éléments soulevent quelques interrogationsClces phosphorylations ont-elles un
effet sur ’affinité du polyproline pour ses partenaires, induisent-elles un changement de
préférence pour les deux SH3[A Cette hypothese a déja été proposée dans la littérature comme

premier événement initiant la cascade d’activation.

3- Structure des domaines SH3 de p40°™* et p67°"™
Au sein du laboratoire, la structure du domaine SH3 de p40™™™ (résidus 174-228) seul
et en complexe avec un peptide correspondant aux résidus 360-372 de p47°™™ a été résolue par

diffraction des rayons X. Ces structures sont présentées sur la Figure 4.
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A

Le domaine SH3 de p40phox:
B4 B2 B3 Bs 310 Bs
174R AEALFDFTGNSKLELNFK AGDVIFLLSRINK DWLEGTVRGIATGIFALSHVKILK 228

complexé au polyproline (360-372) de p47phox:

PPt
SoRPQPAVEPRESAD- 72
B C
boucle distale boucle RT

C ///RT loop

( boucle n-Src N

Figure 4: Séquence (A) et structure cristallographique du domaine SH3 de p40°™** (174-228) seul (B) et en
complexe avec un peptide polyPro correspondant au motif polyproline de p47°"* (360-372) (C). Le
domaine SH3 de p40°™* est représenté en bleu. (B)Clles structures secondaires, les boucles et les extrémités
sont indiquées. (A et C)Oles résidus du domaine SH3 de p40*™™™ en interaction avec le polyPro sont
représentés en jaune et les résidus du polyPro en interaction avec le SH3 sont représentés en orange.
(Code PDBLI1W6X et 1W70C]figure réalisée avec PyMOL).

La structure du domaine SH3 de p40™™* est tres similaire a celle des autres domaines
SH3. Cette structure compacte forme un tonneau 3 lui-méme composé de 5 brins 3. Ces brins
p forment deux feuillets et sont séparés par les boucles RT (178-195), n-Src (203-206) et
distale (213-214) (Figure 4A et Figure 4B).

Les résidus hydrophobes F179, F181, W207, P220 et F223, représentés en jaune sur la
Figure 4C, sont exposés a la surface du SH3™ et forment une plate-forme hydrophobe
entourée des boucles RT et n-Src. Le polyproline (peptide polyPro™’) vient interagir avec
cette surface hydrophobe par ses résidus P363, V365, P366 et R368, représentés en orange sur
la Figure 4C. La région 360 a 369 du polyPro”’ forme une hélice de type PP, avec 3 résidus

par tour. Seuls les résidus 362 a 368 interagissent étroitement avec le SH3*.

En 2002, Kami et al. ont résolu par Résonance Magnétique Nucléaire la structure du

domaine SH3 C-terminal de p67™ (résidus 455-516) en complexe avec un peptide
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correspondant a la région C-terminale de p47™™* (359-390), p47-Cter. Cette région de p47™
contient le motif polyproline PxxP (362-369) plus une extension d’une vingtaine de résidus
(370-390) qui sera appelée la région non-PxxP. La représentation simplifiée de la structure du

complexe C-SH3*"/polyPro”’ obtenue par RMN est présentée sur la Figure 5.

A

Le domaine SH3 de p67phox;
Bi B2 P3 B4 310
455QLKKGSQVHALFSYEATQPEDLEFQEGDIILVLSK VNEEWLEGHCK GKVGIFHK VEVEDCAT516

complexé au polyproline (359-390) de p47phox:
PPy ap o

359SKPQPAVPPRASADLILNRCYESTKRKLJASAV390

Figure 5: Séquence (A) et structure RMN du domaine SH3 C-terminal de p67™"* (455-516) en complexe
avec un peptide correspondant i la région C-terminale de p47°™* (359-390). (B et C)ZLe domaine SH3
C-terminal de p67™* est représenté en bleu. (B)Gles boucles RT, n-Src et distale du SH3" ainsi que les
extrémités du polyproline de p47™* sont indiquées. La région PxxP (359-369) du polyPro™” est
représentée en gris et la région non-PxxP (370-390) en violet (soulignée également en violet sur A). (A et
C)Cles résidus du domaine SH3 de p67°™ en interaction avec le polyPro sont représentés en jaune et les
résidus du polyPro en interaction avec le SH3 sont représentés en batonnets oranges. (C)Clpour plus de
lisibilité, les résidus 1374 et R377 de la région non-PxxP ne sont pas indiqués. (Kami et al.,[2002; Code
PDBLC11K4U; figure réalisée avec PyMOL).

Le domaine C-SH3"” en solution maintient un repliement typique des domaines SH3
dans le complexe avec la région polyproline (359-390). Les boucles RT (464-482) et n-Src
(492-493) forment une surface hydrophobe sur laquelle les résidus P363, P366 et R368 du

polyPro”” viennent interagir (Figure 5C). Le motif polyproline de p47™* (362-369) adopte

une conformation en hélice PP;; (Figure 5B).
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La région non-PxxP (370-390) correspond a deux hélices anti-paralleles o (a1E1372-
376 et a.2C1380-386) qui forment une structure compacte en HTH (Helix-Turn-Helix). La
région non-PxxP couvre dans le complexe une surface légerement concave entre les boucles
RT et n-Src du domaine C-SH3"" (Figure 5B). Cette surface correspond 2 la poche de
spécificité du domaine SH3 avec laquelle les résidus, 1.373, 1374, R377 et T383 du non-PxxP

viennent interagir (Figure 5C).

Le peptide polyPro”’ (360-370) a une affinité pour le C-SH3"* de 20uM, ce qui est
typique des interactions SH3/peptide riche en proline. La région non-PxxP (370-390)
augmente 1’affinité d’un facteur 1000 pour le C-SH3"”. En effet, la région C-terminale de
p47°* (359-390) lie le C-SH3"" avec une constante d’affinité de 24nM (Kami et al., 2002).
Cette région non-PxxP semble donc renforcer 1’interaction entre le motif polyproline de
p47" et le domaine C-SH3"".

L’arginine 368 du motif PxxP du polyproline de p47™* est important pour
’interaction avec le domaine C-SH3" et le domaine SH3" (Figure 4 et Figure 5). La
délétion de ce résidu qui appartient a la séquence consensus du motif polyproline de type 11
(PxxPxR), empéche I’interaction de la région 368-389 de p47""* au C-SH3*’ (Kami et al.,
2002).

4- Comparaison des domaines SH3 de p40*"™ et p67°"*

Le domaine SH3 de p67™* présente 44% d’identité avec le domaine SH3 de p40™.
La surface électrostatique de ces domaines, représentée Figure 6, montre que C-SH3"" est tres
électronégatif. Il possede en effet treize résidus chargés négativement pour seulement quatre
positivement. Le SH3", quant a lui, est globalement peu chargé.

Le motif polyproline de p47°"* se lie aux domaines C-SH3"" et SH3" avec la méme
orientation dans le sillon hydrophobe formé par chacun de ces deux domaines. Il est encadré

par les sérines S359 et S370.
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\W494

Y468

p40phox p67phox ¢

SH3 b ¢
S359%

NeT T sH3

Figure 6: Surface moléculaire et potentiel électrostatique de SH3"* et C-SH3"" en complexe avec p47°*
(résidus 360-372) et p47°™ (résidus 359-390) respectivement. En bleu, sont représentées les surfaces
chargées positivement et en rouge, les surfaces chargées négativement, avec la méme échelle pour les deux
molécules (réalisé avec le programme GRASP). En bleu cielClrésidus des sites de liaison des domaines SH3
pour le polyproline. En noirCrésidus des sites de liaison du polyproline de p47*"* pour les domaines SH3.
En rouge, les sérines S359 et S370 qui encadrent le motif polyproline.

Une telle différence de charge globale des domaines SH3 suggere que les interactions
SH3/polyproline soient sensibles aux phosphorylations des sérines 359 et 370, bien que

celles-ci ne soient pas en interaction directe avec les domaines SH3.

IT Objectif

Le motif polyproline de p47™* est capable d’interagir avec C-SH3*” ou SH3™. Lors
de I’activation de la NADPH Oxydase, les sérines de la région C-terminale de p47°™* sont
phosphorylées selon une chronologie précise. Les premieres sont les sérines 359 et 370 qui
encadrent directement le motif polyproline de p47”™*. L’ensemble de ces phosphorylations
conduisent a des réarrangements au sein de la protéine. En revanche, rien n’est connu des

conséquences de ces phosphorylations au niveau du complexe ternaire p67°™"/p40P"*/p47°",
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Toutefois, en comparant les interactions possibles in vitro entre les facteurs cytosoliques et
celles présentes in vivo au repos, une réorganisation du complexe ternaire durant 1’activation
parait envisageable. Ainsi, il a été suggéré que les phosphorylations de p47"™"* pourraient
moduler I’affinité de son polyproline pour ses deux domaines SH3 partenaires
(Sathyamoorthy et al., 1997C] Lapouge et al., 2002). La différence de charge entre les
domaines SH3" et C-SH3" appuie cette hypothese. En effet, les groupements phosphates
portés par les sérines 359, 370 puis 379, suite a I’activation, pourraient provoquer une
répulsion du motif polyproline de p47™ pour le domaine C-SH3" électronégatif. Le
polyproline serait alors libre d’interagir avec le domaine SH3"". Nous avons exploré cette
hypothese par I’analyse des structures des domaines C-SH3"’ et SH3" en complexe avec le
polyproline C-terminal de p47™"* et la détermination de constantes de dissociation de ce motif
polyproline pour ses domaines partenaires. Les premieres étapes de la phosphorylation, sur les
sérines S359, S370 et S379, ont été mimées par des aspartates ou par la greffe chimique de
groupements phosphate. Ce travail a été réalisé en utilisant les propriétés de fluorescence

intrinseque du tryptophane des domaines SH3.

III La fluorescence intrinseque du tryptophane est-elle une technique adaptée a I’étude

de P’interaction motif polyproline/SH3[2

Les constantes de dissociation entre les domaines C-SH3*” et SH3" et la région
C-terminale de p47"™™* (comprenant le motif polyproline), ont été déterminées grace a la
fluorescence intrinseque du tryptophane des domaines SH3. Pour les raisons données dans
I’annexe «[Spectroscopie de fluorescenceld, nous avons choisi d’exciter le tryptophane par
une lumiere monochromatique 4 290@m. En effet, les domaines C-SH3" et SH3"
comportent un seul tryptophane mais plusieurs phénylalanines et le domaine C-SH3*’

possede une tyrosine (Figure 7).

sg3P4e Y RAEALFDFTGNSKLELNFKAGDVI LLSRINKDLEGTVRGATGI PLSFVKIL??’
C-su3re’ 45"KKGSQVEALFSYEATQPEDLE QEGDIILVLSKVNEELEGECKGKVGI PKVEVEDC

Figure 7: Alignement des séquences du domaine SH3 C-terminal de p67°"* (457-514) et du domaine SH3
de p40°™* (174-227). Les phénylalanines (F) sont indiquées en gris, la tyrosine (Y) en gras et les
tryptophanes (W) sont encadrées.
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Le rendement quantique de fluorescence de la phénylalanine ainsi que son absorbance
a 260m sont extremement faibles (voir annexe «Bpectroscopie de fluorescenceld). La
longueur d’onde de la lumiere d’excitation étant fixée a 290m, ni les phénylalanines ni la
tyrosine du C-SH3" ne sont excitées. Il n’y a alors pas de recouvrement du spectre
d’émission des phénylalanines et de la tyrosine avec le spectre d’absorbance du tryptophane.

Les constantes d’affinité du polyproline de p47"™* pour les domaines C-SH3" et
SH3" ont donc été calculées a partir des courbes d’absorption des tryptophanes W494" et

W2077°.

De plus, d’apres la structure des domaines C-SH3"” et SH3" en complexe avec le
polyproline de p47™, le tryptophane passe d’un environnement polaire (exposé au solvant)
lorsqu’il est seul, a un environnement apolaire (protégé du solvant par de nombreux contacts
avec le polyproline) dans le complexe (Figure 8). La longueur d’onde d’émission varie selon
I’environnement. Ainsi, lors de la complexation, le spectre de fluorescence des domaines SH3
a son maximum d’émission décalé vers les longueurs d’onde plus courtes (voir annexe
«pectroscopie de fluorescencel). 11 est donc possible de suivre la complexation

polyproline/SH3 par modification de spectre de fluorescence du tryptophane.

A

C

Figure 8CStructure du domaine SH3 de p40°™™* seul (A) et en complexe avec le polyproline de p47°"* (360-
372) (B). Le tryptophane 207 de SH3"*" est représenté en batonnets.

Enfin, les peptides utilisés, correspondant a la région C-terminale de p47™, ne

possedent aucun résidu aromatique dans leur séquence. Ils ne contribuent donc pas a

I’émission de fluorescence observée (Figure 9).
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polyPro™ (résidus 358-372 de p47""**) Ac-RSKPQPAVPPRPSAD-NH2
p47-Cter (résidus 358-390 de p47")E Ac-RSKPQPAVPPRPSADLILNRCSESTKRKLASAV

Figure 9: Séquence des peptides de synthese correspondant & la région C-terminale de p47°™~. Les sérines
phosphorylables de cette région de p47°"* (S359, S370 et S379) sont indiquées en gras.

Il est donc relativement facile d’étudier 1’affinité du polyproline de p47™™* pour les

domaines SH3P* et C-SH3""'.
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IV Obtention du matériel biologique et préparation des expériences de fluorescence

1- Préparation des échantillons
1-a) Clonage, production et purification du domaine C-SH3""
La séquence nucléotidique codant pour les résidus 455 a 516, c’est-a-dire le domaine
SH3 C-terminal de p67™>*, a été amplifiée par PCR et clonée dans le vecteur d’expression
pET15b (Novagen) entre les sites BamHI et Ndel. Ce vecteur permet d’introduire une
étiquette poly-histidine en position N-terminale de la protéine. La séquence nucléotidique a
ensuite été vérifiée par séquencage.

7 est exprimée dans la souche

La protéine recombinante, appelée His-C-SH3
Escherichia coli C41(DE3). La surproduction est induite a une DOy, de 0,6 avec 0,50hM

d’IPTG. La culture bactérienne est ensuite placée a 16°C sur la nuit (Figure 10).
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Figure 10CI Gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide) de suivi de production de la protéine recombinante
His-C-SH3*" (PMI[2[U258,4Da). MRb, marqueurs de petite masse moléculaire colorés (Rainbow)
(Amersham) et M, marqueurs de masse moléculaire (Boehringer). La protéine surproduite His-C-SH3""’
est indiquée par une fleche blanche.

Les cellules sont ensuite centrifugées. Apres lyse des bactéries par «Hrench pressi et
ultracentrifugation, la purification s’effectue sur FPLC a 4°C en deux étapes. La premiere,
grace a I’étiquette poly-histidine, est une chromatographie d’affinité sur colonne Ni-NTA
(Qiagen) équilibrée dans un tampon 150hM NaCl, 20hM imidazole, 200hM Hepes, pHI3,5.

La protéine est éluée par un gradient linéaire en imidazole (de 20 a 300hM) (Figure 11).
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Figure 111 Chromatogramme de la purification sur colonne de nickel (Ni-NTA, Qiagen) de la protéine
recombinante His-C-SH3". La protéine est éluée par un gradient en imidazole de 20 4 300hM imidazole.
Tampon B (Tp B)C 1500hM NaCl, 5000hM imidazole, 200hM Hepes, pH3,5. Le pic d’élution de
His-C-SH3 est indiqué par la fleche.

Apres concentration de la protéine, 1’étiquette poly-histidine est clivée par la
thrombine (Sigma). La protéine est alors appelée C-SH3"”". La seconde étape de purification
est une chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 (Pharmacia) équilibrée dans un
tampon 1500hM NaCl, 2chM DTT, 20hM Hepes, pH,S (Figure 12). Cette étape permet de
supprimer d’éventuels contaminants, 1’étiquette poly-histidine et la thrombine. Elle permet

également de changer le tampon afin d’éliminer I’imidazole provenant de 1’étape précédente.
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Figure 12C Chromatogramme de la filtration sur gel de la protéine C-SH3” sur colonne Superdex 75
analytique (24mL) (Pharmacia). La fleche montre le pic d’élution de la protéine.

Environ 5 a 10hg de protéine purifiée sont obtenus a partir de quatre litres de culture.
La protéine C-SH3" est ensuite analysée sur gel SDS-PAGE (Figure 13) et son intégrité est

vérifiée par séquencage N-terminal et spectrométrie de masse MALDI.

i2+ (~10ug)

p67-SH3C apres
coupure au facteur Xa (~10ug)

p67-SH3C

<«
<«
<«
<«
«—z

apres gel filtration (~4,5ug)

p67-SH3C
apres gel filtration (~9ug)

His-p67-SH3C
apres colone Ni

21,5 kDa

14,4 kDa
His-p67-SH3C

(9258,4 Da) >

p67-SH3C
< (73763 Da)

Figure 13CISuivi de la purification de C-SH3"" sur gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide). M, marqueurs de
masse moléculaire (Boehringer). Les masses moléculaires théoriques des protéines sont indiquées.
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1-b) Clonage, production et purification du domaine SH3**

Le clonage de la séquence codant pour le domaine SH3 de p40™™* (résidus 174 a 228)
a été réalisé précédemment au laboratoire. La séquence nucléotidique a été insérée dans le
vecteur d’expression pIVEX 2.4 (Roche) qui permet d’introduire une étiquette poly-histidine
en position N-terminale de la protéine, puis vérifiée par s€équengage.

La protéine recombinante, appelée His-SH3™, est exprimée dans la souche
Escherichia coli BL21(DE3). La surproduction est induite a une DOy, de 0,6 par 1hM
IPTG. La culture bactérienne est alors placée a 25°C pendant 3 heures. Ces conditions
permettent d’éviter la formation d’agrégats. Les cellules sont ensuite centrifugées et lysées par
sonication.

Apres ultracentrifugation, la purification de la protéine a été réalisée sur FPLC a 4°C.
La premiere étape est une chromatographie d’affinité sur colonne Ni** (Probond, Invitrogen)
équilibrée dans un tampon 400hM NaCl, 400hM imidazole, 20hM Hepes, pH,5. La
protéine recombinante His-SH3" est éluée par un gradient linéaire en imidazole de 40 a

3000hM (Figure 14).

Absorbance 4 280nm
(g d1 %) sl022pIW B W IpEID
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0 50 100 150 200 250 300

Volume (mL)

Figure 14C1 Chromatogramme de la purification sur colonne de nickel (Probond, Invitrogen) de la
protéine recombinante His-SH3"®. La protéine est éluée par un gradient en imidazole de 40 4 300GhM
imidazole. Tampon B (Tp B)E1500hM NaCl, 3000hM imidazole, 200hM Hepes, pHQ,5. Le pic d’élution
de His-SH3"*’ est montré par la fleche.
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La protéine est ensuite concentrée. Son étiquette poly-histidine est clivée par coupure
au facteur Xa (Novagen). La protéine est alors appelée SH3". La seconde étape de
purification est une chromatographie d’exclusion de type Superdex 75 (Pharmacia) équilibrée

par un tampon 150hM NaCl, 200hM Hepes, pH,5 (Figure 15).
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Figure 15EChromatogramme de la filtration sur gel de la protéine SH3* sur colonne Superdex 75 Hiload
16/60 préparative (125mL) (Pharmacia). La fleche montre le pic d’élution de SH3**,

Environ 18hg de protéine purifiée sont obtenus a partir de quatre litres de culture. La

protéine SH3 est ensuite concentrée et son intégrité est vérifiée par migration sur gel SDS-

PAGE (Figure 16) et par spectrométrie de masse MALDI.
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Figure 161 Suivi de la purification de SH3" sur gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide). M, marqueurs de
masse moléculaire (Fermentas). Les masses moléculaires théoriques des protéines sont indiquées.

Les poids moléculaires apparents de His-SH3" et SH3" différent d’environ 2[MDa

des poids moléculaires théoriques.

1-c) Préparation des peptides dérivés du domaine C-terminal de p47°"™
Différents peptides dérivés de la séquence de p47™ ont été synthétisés par

M7  correspondent aux résidus 358-372 et

Neosystem. Trois peptides courts, appelés polyPro
trois peptides longs, appelés p47-Cter, correspondent 2 la région C-terminale de p47™
(résidus 358-390). La phosphorylation des sérines 359, 370 et 379 a été€ soit mimée en
substituant la sérine par un aspartate, soit réalisée chimiquement par la greffe d’un
groupement phosphate (PO;H,) sur la sérine. Les extrémités N- et C-terminales ont été
respectivement acétylées et amidées afin de neutraliser les charges terminales non existantes
au sein de la protéine. Seul le résidu C-terminal des peptides dits «[Ibngs (358-390) n’a pas

été modifié, celui-ci correspondant au dernier acide aminé de p47™*. Les six peptides sont

présentés dans le tableau ci-dessous (Figure 17).
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Résidus de . . ‘ ik
pd7phox Représentation Nom Séquence synthétisée
polyProP4” WT | Ac-RSKPQPAVPPRPSAD-NH,
358-372 | [DIep[ D] polyProP’ DD | Ac-RDKPQPAVPPRPDAD-NH,
| P [PP] P ] polyProP47 PP Ac-RS(PO3H,) KPQPAVPPRPS(PO3H,)AD-NH,
LS PPl S S p47PhX_Cter WT | Ac-RSKPQPAVPPRPSADLILNRCSESTKRKLASAV
358-390 LD lpP] D S p47PhX_Cter DDS | Ac-RDKPQPAVPPRPDADLILNRCSESTKRKLASAV
(s el S P | | p47Phox_Cter SSP | Ac-RSKPQPAVPPRPSADLILNRCS(PO3H,)ESTKRKLASAY

Figure 17C1 Présentation des différents peptides de synthese correspondant a la région C-terminale de
p47™*. Les sérines phosphorylables, les aspartates (D) et les groupements phosphate sont indiqués en
rouge et les prolines du motif PxxP en gras dans les séquences. Sur les schémas représentatifs des peptides,
le motif PxxP est indiqué par un «BPL encadré et les sérines, aspartates ou phosphates sont représentés
en rouge. Pour le nom des peptides, WT désigne le type sauvage.

Les peptides ont été synthétisés avec une pureté de 75 a 90%. Ils ont alors été purifiés
a nouveau par chromatographie sur colonne hydrophobe C18 (BioRad). Ils ont été injectés en
présence de 95% de tampon A (0,1% de TFA dans de I’eau) et élués par un gradient de 5 a
50% de tampon B (0,09% de TFA dans de 1’acétonitrile). En fin de purification, la pureté des
peptides a été estimée supérieure a 95%.

Le produit de purification est lyophilisé puis repris par un volume adéquat de tampon
(1506hM NaCl, 26hM DTT, 20GhM Hepes, pH7,5) pour obtenir une concentration estimée

entre 10 et 400hM. Les solutions peptidiques sont ensuite aliquotées et stockées a —20°C.

2- Conditions expérimentales

Les mesures de fluorescence des domaines SH3 ont été réalisées avec un
spectrofluorimetre Fluoromax (Jobin-Yvon) thermostaté a 20°C. La température doit étre
maintenue constante car I’intensité de fluorescence diminue avec I’augmentation de la
température (perte d’énergie par chocs dus a 1’agitation thermique). L’excitation du
tryptophane est réalisée a 290m pour les raisons données ci-dessus. La longueur d’onde
d’émission est enregistrée entre 295 et 450@m avec un temps d’intégration d’une seconde et
des pas d’incrémentation de 0,5m.

La cuve en quartz a trois faces transparentes contient 10001L de solution protéique. Le
peptide est suffisamment concentré pour éviter une trop grande dilution de 1’échantillon lors
des ajouts successifs (réalisés avec des seringues Hamilton de 1 ou SO1L). La solution est

homogénéisée par pipetage.
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3- Préparation des échantillons pour les expériences de fluorescence

Avant toute expérience de fluorescence, la préparation des échantillons se fait de la
facon suivante.

Le tampon 1500hM NaCl, 2000hM Hepes, pH,5 est supplémenté en DTT 20thM
préparé extemporanément puis filtré a 0,20Hm.

L’échantillon protéique est ultracentrifugé (70000@pm dans un rotor TLA 100.3
Beckman, 17hin) a 4°C. 11 est ensuite dilué avec le tampon filtré a une concentration variable
selon le type d’interaction étudiée.

La solution peptidique est diluée a la concentration de travail voulue par ce méme
tampon. Cette concentration sera déterminée précisément par microanalyse en acide aminés
apres les expériences et ce, afin que la constante de dissociation obtenue apres traitement des

données soit la plus juste possible.
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V Etude fonctionnelle de I’affinité du polyPro®" pour les domaines C-SH3"" et SH3** au
cours de ’activation de la NADPH Oxydase

1- L’effet Raman de I’eau

Lorsqu'une molécule est irradiée par une onde ¢électromagnétique de fréquence v,,, une
partie de la lumiere est absorbée et une partie est diffusée soit avec la méme fréquence, c'est la
diffusion élastique ou Rayleigh, soit avec une fréquence différente c'est la diffusion Raman.
En fluorescence, ces phénomenes sont parasites.

Dans notre cas, la longueur d’onde d’excitation est 290Mm et nous enregistrons les
spectres de 295 a 450@m. Nous ne voyons donc pas la diffusion Rayleigh.

Lorsque la solution aqueuse est excitée a 290m, le pic de diffusion Raman de 1’eau
est a 320m environ. Au début de chaque expérience, nous enregistrons un spectre
d’émission du tampon (excitation a 290m) (Figure 18). Puis, nous soustrayons ce spectre a
chacun des spectres de fluorescence des domaines SH3 afin d’éliminer la contribution de la
lumiere diffusée par I’effet Raman. Ainsi, la lecture des longueurs d’onde au maximum
d’émission des domaines SH3 n’est pas faussée. Ceci est d’autant plus important qu’au fur et
a mesure que la contribution du SH3 complexé augmente, le A, se décale vers les longueurs
d’onde plus courtes et donc se rapproche du pic de diffusion Raman. Ce probleme est encore
plus important pour le domaine C-SH3""" qui voit son intensité de fluorescence diminuer lors

de la formation du complexe.
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Figure 18C1Spectre d’émission du tampon. Le pic de diffusion Raman de I’eau se situe vers 320Mm.

116



Interaction polyproline/SH3

2- Controles des expériences de fluorescence
Plusieurs contrdles ont été réalisés pour valider les expériences de fluorescence

présentées dans la partie suivante.

2-a) Est-ce bien la formation d’un complexel2

Pour vérifier que le décalage de la longueur d’onde d’émission du domaine SH3 vers
les longueurs d’onde plus courtes traduit bien un phénomene de complexation, nous avons
réalisé le contrdle suivant. En fin d’expérience, lorsque 2000M de peptide («@47"*-Cter
DDSE) ont été ajoutés a SAM de C-SH3", nous avons ajouté dans la cuve expérimentale
10L de SDS 1%, un détergent amphiphile qui perturbe les interactions protéine/protéine.
Comme observé sur la Figure 19, ’ajout de SDS entraine un retour de la longueur d’onde au
maximum d’émission a une valeur proche de celle de C-SH3"” seul (342@m). Ceci suggere

une dissociation entre le domaine C-SH3" et le peptide.
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Figure 19C1Effet du SDS sur le mélange C-SH3"" (5uM)+peptide «Gi47""*-Cter DDSE (20uM). Le spectre
en pointillés roses correspond au spectre d’émission de C-SH3*” saturé par 2000M de peptide
«[F47°"*-Cter DDSH et en présence de 1001L de SDS 1%. Les épaulements observés entre 400 et 4500m
correspondent a la présence d’impuretés dans la cuve expérimentale.

Cependant nous avons voulu vérifier que le 1éger décalage de la longueur d’onde
observé apres ajout de SDS (342@m au lieu de 345m) était bien dii a la présence de SDS.
Nous avons donc testé I’effet d’un ajout de 10[L de SDS 1% a une solution de C-SH3"" a
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SIM (Figure 20). On observe effectivement un décalage du maximum d’émission de
C-SH3" a 342@m. Ceci est probablement dii 2 une modification de 1’environnement du
tryptophane, soit par la présence méme du SDS, soit par dénaturation partielle de la protéine.

Notre approche expérimentale est donc validée.
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Figure 20C1Effet du SDS sur la fluorescence de C-SH3"*” 3 5S[IM. Le spectre rouge correspond au spectre
d’émission de C-SH3" i 5[IM. Le spectre en pointillés roses correspond au spectre d’émission de
C-SH3" a 5[@M en présence 10[L de SDS 1%.

2-b) Cinétique d’interaction

Il est important de s’assurer que la protéine ne se dégrade pas en solution a 20°C et
donc que l’intensité de fluorescence reste constante lors des expériences. La stabilité du
domaine SH3 en solution a donc été vérifiée. Pour cela, 1’intensité de fluorescence a 345Mm,
longueur d’onde au maximum d’émission des domaines SH3, a été mesurée pendant
10hinutes sur le domaine C-SH3P (Figure 21). Cette intensité est stable. Il n’y a donc pas de
dégradation du domaine SH3 en 10 minutes. La mé&me mesure a été réalisée apres ajout de
0,200L de peptide «[@47"*-Cter DDSIE (1M final). L’intensité de fluorescence diminue de
facon quasi instantanée apres ajout du peptide. Cette diminution signifie que le complexe a été

formé et ce, tout de suite apres la mise en présence des deux partenaires.
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Figure 21 Variation de D’intensité de fluorescence de C-SH3"", seule ou complexée, au cours du temps.
L’intensité de fluorescence est suivie a 345m. La fleche indique I’ajout de peptide (ici le peptide
47" .Cter DDSE) et la double fleche, le temps pendant lequel la cuve a été retirée du
spectrofluorimetre pour ajouter le peptide.

2-c¢) Stabilité du complexe en solution
La stabilité du complexe SH3/polyproline en solution a également été testée. Pour
cela, un spectre d’émission du mélange C-SH3"’ 4 SMUMIg@eptide «@olyPro™’ PP a
1400M a été réalisé en fin d’expérience et 100 minutes plus tard (Figure 22). Les longueurs
d’onde au maximum de fluorescence sont identiques (330m). Le complexe SH3/polyproline

est donc stable en solution, au moins sur la durée classique d’une expérience.
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Figure 221 stabilité du complexe en solution. Le spectre mauve correspond au spectre d’émission du
C-SH3**" (50M) saturé de peptide «JHolyPro®”’ PP (140[M). Le spectre rose a été réalisé dans la méme
cuve 100 minutes plus tard, la cuve étant restée a 20°C entre temps. Les épaulements entre 400 et 450@m
doivent correspondre a la diffusion d’impureté dans la cuve.
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Les contrdles présentés ici ont été réalisés avec le domaine C-SH3". Les mémes
contrdles ont également été effectués avec le domaine SH3. Des résultats similaires ont été

obtenus.

3- Résultats

La Figure 23 (graphes A et B) présente les spectres de fluorescence obtenus pour le
domaine C-SH3" (A) et SH3" (B) lors d’ajout du peptide p47°"*-Cter SSP. Avant tout ajout
de peptide, I’intensité de fluorescence de SH3" est environ 5 fois plus importante que celle
de C-SH3". Cet écart d’intensité de fluorescence est probablement dii & des différences
d’environnement du tryptophane des deux SH3. Dans le cas de C-SH3"”, D’intensité de
fluorescence diminue au fur et a mesure que la proportion de complexe augmente dans la
cuve. L’évolution de I’intensité de fluorescence de SH3", lors de la complexation, est plus
particuliere. Pour des raisons que nous n’expliquons pas, I’intensité de fluorescence de SH3"*
commence par une légere diminution lors des premiers ajouts de peptide, puis tres vite
augmente. Dans les deux cas, I’intensité de fluorescence tend vers un maximum a saturation.

La longueur d’onde au maximum d’émission pour chacun des domaines SH3 isolés se
situe vers 345m et se déplace vers 328@m lorsque ces domaines sont complexés avec le
polyproline de p47°"*. Comme il est expliqué ci-dessous, la constante de dissociation (K,) est
estimée a partir des valeurs expérimentales et notamment a partir de la différence AA=A,,-A,.

A €5t 1a longueur d’onde d’émission maximale du domaine SH3 qui est lue avant et apres

chaque ajout de peptide. A, est la longueur d’onde initiale au maximum d’émission du
domaine SH3 isolé, c’est-a-dire avant tout ajout de peptide. La Figure 23 (graphes C et D)
montre I’évolution de cette différence AA en fonction de la concentration de peptide dans la
cuve expérimentale. La courbe représentant le AA en fonction de la concentration de peptide

est tracée selon 1’équation suivante (démonstration présentée dans I’annexe «[3pectroscopie

de fluorescenceld)C]

[SH3l] + [pept] +K, - \/([SH3I] + [pept] +K, )2 - 4[SH31][pept]

Ad=AN,
2[SH3, ]

ou [SH3,] et [pep,] sont les concentrations totales respectivement du domaine SH3 et du

peptide dans la cuve.
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Pour tracer cette courbe, le programme d’ajustement de données par moindre carrés
(Kaleidagraph, Abelbeck Software) recherche les valeurs optimales de la constante de
dissociation K, et de I’effet maximal AA,, afin d’ajuster au mieux les variations AA,

déterminées expérimentalement, en fonction de la concentration de peptide total ajouté.
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Figure 23C1Détermination de la constante de dissociation des domaines C-SH3""" (A et C) et SH3* (B et
C) lors d’ajouts de peptide «[F47""*-Cter SSPI. A et B montrent I’évolution de I’intensité de fluorescence
(en coups) lors des ajouts de peptide. C et D représentent I’évolution de la variation de la longueur d’onde
au maximum d’émission AA en fonction de la concentration de peptide dans la cuve expérimentale.

Les constantes de dissociation obtenues pour les deux domaines SH3 pour chacun des

6 peptides sont présentées dans le tableau ci-dessous (Figure 24).
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Résidus de . Constante de dissociation Ky (uM)
h Peptide -
p47phox ST3P40 C-SH3P57
[S PP] S | 200 + 20 10+ 0,7
358-372 [D [PP[ D | 270 +27 31+1,9
[P PP P | 268 + 13 6143
LS [pP] S S 0,52 +0,011 0,047 + 0,030
358-390 [D PP D _S 1,17 £ 0,28 0,060 + 0,030
S PP S P 14,4 + 0,60 0,290 + 0,037

Figure 24C1 Constantes de dissociation entre les 6 peptides dérivés de p47°™™ et les domaines SH3"" et
C-SH3"". Les constantes de dissociations (K;) sont exprimées en uM.

Pour remarque, il est difficile de déterminer une constante de dissociation lorsque
I’affinité entre les deux partenaires est forte. C’est le cas pour le domaine C-SH3" et les

phox

peptides correspondant aux résidus 358 a 390 de p47™". Etant donnée qu’une constante de
dissociation est le reflet de la contribution d’une espece (SH3 seul) par rapport a 1’autre (SH3
complexé), il faut qu’a chaque point de mesure (c’est-a-dire a chaque spectre), les deux
especes soient présentes dans la solution. Pour cela, il faut travailler a des concentrations de
protéines de 1’ordre de la valeur du K,. Donc, dans le cas d’une affinité forte, la concentration
de SH3 doit donc étre faible. Or, plus la concentration diminue, plus I’intensité de
fluorescence se rapproche du bruit de fond. Dans le cas du C-SH3*, une difficulté vient

s’ajouterC]’intensité de fluorescence de ce domaine SH3 diminue a chaque ajout de peptide.

On se retrouve alors vite dans la limite de détection du fluorimetre.

3-a) Interactions entre p47°"* et les deux autres facteurs cytosoliques

Comme le montre le tableau ci-dessous (Figure 25), I’affinité du polyproline de p47™*
est renforcée d’environ 200 fois pour C-SH3*” lorsque sa région C-terminale est présente. La
structure RMN du domaine C-SH3" en complexe avec la région C-terminale de p47™* (359-
390) (Kami et al., 2002) montre I’importance de la région non-PxxP de p47""*-Cter dans
I’interaction avec le domaine C-SH3"”. Par une étude de I’interaction p47™/p67"™* en
solution, Kami et al. montrent également que 1’affinité du polyproline augmente
remarquablement en présence de la région C-terminale de p47™*. Notre travail confirme donc
ces résultats.

Nous montrons également que 1’affinité du polyproline de p47"™™* est augmentée
d’environ 400 fois pour SH3* par la présence de la région C-terminale de p47°™. Ceci

n’était pas évident car la préférence du polyproline de p47™* pour le domaine C-SH3’
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(Grizot et al., 2001E1Lapouge et al., 2002) était implicitement liée a la région C-terminale de

p47°. Notre résultat affaiblit donc fortement cette hypothese.

Résidus de Peptide Constante de dissociation K (uM) Kg SH3P40
p47phox SEI3P40 C-SH3P67 K4 C-SH3p%/
358-372 (D 200 + 20 10+ 0,7 20
358-390 [ Pr[ S S 1(2) 0,52 + 0,011 0,047 + 0,030 ~11
K4 peptide (1)
R pepide O ~385 ~213

Figure 25C] Constante de dissociation entre SH3"*/polyproline®” et C-SH3"*/polyproline®”. Le rapport
des K, obtenus avec le polyPro*" (358-372) et le p47°"**-Cter (358-390) est indiqué pour les deux domaines
SH3 dans la ligne du bas. Le rapport des K, obtenus avec SH3™" et C-SH3* est indiqué pour chaque
peptide dans la colonne de droite.

La Figure 24 montre clairement que le polyproline de p47™* interagit plus fortement
avec C-SH3™ que SH3". De plus, le rapport des K, obtenus pour les deux SH3 avec le
peptide polyPro™’ sauvage (358-372) est de 20 (Figure 25). Or, le rapport des K, obtenus pour
les deux SH3 avec p47"™*-Cter sauvage (358-390) est de 11, ce qui traduit une variation

d’affinité moins marquée (Figure 25). D’une part, ceci confirme que I’addition de la région C-

phox phox

terminale de p47™* (370-390) n’est pas responsable de la préférence du polyproline de p47
pour C-SH3*”. D’autre part, cela signifie que cette préférence se réalise par la région PxxP de
p47™ et que la région C-terminale de p47™* a pour unique rdle de renforcer cette

interaction.

3-b) Effets de la phosphorylation de p47°" sur son interaction avec les

deux autres facteurs cytosoliques
Dans les études fonctionnelles antérieures (Figure 3), la phosphorylation des sérines
est mimée par leur substitution en aspartates. Par comparaison avec ces études, nous avons
fait synthétiser des peptides «@olyPro”’d (résidus 358-372) en remplagant les sérines
phosphorylables 359 et 370 par des aspartates. De plus, nous avons également testé 1’effet

d’un groupement phosphate sur ces sérines.
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RésidLLS de Peptide Constante de dissociation K (gM) Rapport des K, pour C-ST3067
pA7PRO% SH3P40 C-SH3P¢7
[S PP S ] 200 + 20 10+0,7 (1) @.3
358-372 D P[] D | 270 27 31£1,9 (2) g; ]
[P _pp] P | 268 + 13 6143 (3) 1~

Figure 26 Constantes de dissociation des complexes SH3™/polyPro*’ et C-SH3"*/polyPro®”. Le rapport
du K, obtenu avec le polyPro™ muté ou phosphorylé sur le K, obtenu avec le polyPro®” sauvage est
indiqué pour C-SH3"%,

Les constantes de dissociation estimées pour les interactions polyPro”’ DD/SH3" et
polyPro”” PP/SH3" sont quasi identiques (Figure 26). Les aspartates semblent donc &tre de
bons mimes des phosphorylations. De plus, les affinités des peptides polyPro® DD ou
polyPro™ PP pour SH3" sont tres proches de I’affinité du polyPro®’ sauvage pour SH3.
La phosphorylation des sérines 359 et 370 ne semble donc pas avoir d’effet sur I’interaction
de la région PxxP de p47”* avec SH3™.

L’affinité du polyPro™’ (résidus 358-372) pour C-SH3" est, par contre, légerement
affectée par la présence des aspartates a la place des sérines 359 et 370 (diminution d’un
facteur 3) (Figure 26). Bien que ces sérines n’interagissent pas directement avec le domaine
SH3, elles encadrent le motif polyproline de p47™**. La surface du domaine C-SH3"’ étant
tres électronégative, cette modification peut donc étre suffisante pour entrainer une
diminution d’affinité. Cette affinité est encore un peu plus affectée par la présence de
groupements phosphate sur les sérines 359 et 370 (diminution d’un facteur 6 par rapport
polyPro™’ sauvage). Etant donné le caractere électronégatif du groupement phosphate, cela
peut expliquer que I’effet soit un peu plus marqué avec le peptide polyPro™’ PP. Malgré ces
légeres diminutions d’affinité, I’interaction polyPro™’/C-SH3"" reste toujours plus forte que

interaction polyPro™’/SH3"* (Figure 26).

La synthese des peptides longs (358-390) comportant deux groupements phosphate n’a
pas été réalisable. La phosphorylation des sérines 359 et 370 au sein de ce peptide est donc
mimée par des aspartates. Seule la phosphorylation de la sérine 379 a pu étre réalisée par

synthese.
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Résidus de Peptide Constante de dissociation Ky (uM)
p4-7ph°X SEI3P40 C-SLI3P67
(S IPP| S S ] (1) 0,52 + 0,011 0,047 + 0,030
358-390
[D PP D__S 1 (2) 1,17 £0,28 0,060 + 0,030
[S Pl S P 1 3) 14,4 + 0,60 0,290 + 0,037
K4 peptide (3)
K peptide (1) ~28 ~6

Figure 27C] Constantes de dissociation des complexes SH3**/polyproline®’ et C-SH3"*/polyproline?”. Le
rapport du K, obtenu avec la région C-terminale de p47°™* phosphorylé sur la sérine 379 sur le K, obtenu
avec la région C-terminale de p47°"* sauvage est indiqué pour les deux domaines SH3.

La double mutation des sérines 359 et 370 au sein du peptide long n’affecte pas
significativement 1’affinité de la région C-terminale de p47” pour les deux domaines SH3
(Figure 27). La diminution d’affinité¢ du polyPro®’ PP (359-372) observée pour le domaine
C-SH3" semble donc artéfactuel. Ceci est probablement dii au fait que la région d’interaction
dans le cas du polyPro™’ est courte, d’ou I’effet des phosphorylations des sérines 359 et 370
amplifié. De plus, la présence de la région C-terminale de p47°"* (370-390) augmente
nettement 1’affinité du polyproline pour les SH3. La phosphorylation des sérines 359 et 370
n’a donc d’effet ni sur I’affinité, ni sur la préférence de la région C-terminale de p47"™ pour
les domaines C-SH3"" et SH3™.

La phosphorylation de la sérine 379 diminue I’affinité de la région C-terminale de
p47""* pour les deux domaines SH3 (Figure 27). Suite a cette phosphorylation, I’affinité pour
le domaine SH3"* est diminuée d’un facteur 28 contre un facteur 6 pour le domaine C-SH3"".
Cela montre une modification importante de I’interaction entre p47”*-Cter et SH3™ et

modérée pour C-SH3".
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VI Discussion

1- Importance de la région C-terminale

L’affinité du motif polyPro™’ (358-372) est de I’ordre de 100M pour C-SH3" et de
200[M pour SH3. La région PxxP de p47°™* détermine la préférence du polyproline pour
le domaine SH3. Nous avons vu que SH3™, comme C-SH3"", est capable d’établir une
interaction avec la région C-terminale de p47"™"* (372-390). Cette interaction augmente
’affinité de p47™™* pour ses partenaires qui est alors de 0,047MM pour C-SH3* et de
0,520M pour SH3P. Ces affinités sont alors bien meilleures que celles de la majorité des
interactions de type SH3/polyproline (K; compris entre 10 et 500dM). Ceci montre bien

I’importance de la région C-terminale de p47°"

pour la stabilité de 1’interaction.

2- Interactions au sein du complexe cytosolique au repos

2-a) Différence d’affinité entre les protéines entieres et les modules isolés

Les affinités entre les facteurs cytosoliques p47°™™ et p67°™™ entiers ou réduits 2 la
région C-terminale de p47™"* (résidus 358-390) et au domaine C-SH3"" sont proches (Figure
28). Ceci confirme que le complexe p47™/p67™* est completement déterminé par
I’interaction entre la région C-terminale de p47""* et le domaine SH3 C-terminal de p67™".

Par contre, I’affinité entre la région C-terminale de p47™™* (résidus 358-390) et SH3"*
est environ 10 fois plus forte que celle entre les facteurs cytosoliques p47°™™* et p40P™* entiers
(Figure 28). Ceci va dans le sens des résultats de Sathyamoorthy et al. (1997), obtenus dans
un systeme cellulaire reconstitué, qui montrent que le domaine SH3"’ inhibe plus
efficacement 1’oxydase que p40™* entier. Cela suggere également que le domaine SH3™ est
plus affin que p40™* entier pour p47°"*. Au sein de p40™*, le domaine SH3 (résidus 170-
227) est encadré par les modules PX (résidus 24-143) et PB1 (résidus 237-329). Il est possible

phox

que ces modules diminuent 1’accessibilité de p47™* au domaine SH3. Ainsi, il a été rapporté

que la phosphorylation de la sérine 154, située entre les modules PX et SH3, confere a p40°™
un role d’inhibiteur de la NADPH Oxydase. De plus, cette phosphorylation modifie le profil
de protéolyse ménagée de p40°™* par la thrombine (Lopes et al., 2004). Ceci suggere que la
phosphorylation de p40”™™* entraine des changements conformationnels de la protéine. Ceci
pourrait augmenter 1’accessibilité du domaine SH3* pour p47°", le rendant ainsi compétitif
avec C-SH3*” pour interagir avec le motif polyproline de p47™*. Si c’est le cas, cette

meilleure accessibilité du domaine SH3** ne permet cependant pas de contre-balancer & elle
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seule la force de I’interaction p67™*/p47°™* (Figure 28). Des effets additionnels ont peut-&tre
lieu et modifient les affinités SH3/polyproline. Ainsi, I’existence de site de phosphorylations

bordant le motif polyproline étaient suspectés comme pouvant jouer ce role.

Constante de dissociation Ky (uM)
1‘égion de p4.0ph°X l'égiOl’l de p6’7phoX
région de p47phox
SH3Pp40 p40phox C-SH3p57 p67phox
hoxX (_termi i
p47P1ox C-terminal (358-390) 0,52 + 0,011 0,047 + 0,030
(S [pp] S S |
p47phox 5% # 0,02#
K4 p47PhoX C-terminal
R pA7Pmox 10 2,3

Figure 28C1 Constantes de dissociation entre SH3P/p47™**.Cter, C-SH3"*/p47°"*-Cter, p40*"*/p47""* et
p67™"*/p47™*, Le K, entre p40°"*/p47P"™ a été déterminé par diffusion de neutrons aux petits angles (¥,
Grizot et al., 2001) et par ultracentrifugation analytique (#, Lapouge et al., 2002)C] Le K, entre
p67P"*/p47P a été déterminé par microcalorimétrie (#, Lapouge ef al., 2002).

2-b) Pourquoi le domaine C-SH3” possede une meilleure affinité que
SH3"* pour la région C-terminale de p47°"2
D’apres la structure cristallographique du complexe SH3"/polyPro™’ (360-372)
(these de Claire Massenet, 2002), cette interaction est de type hydrophobe sauf pour 1’arginine
368 de p47™*. Le facteur B de la chaine latérale de cette arginine est bas, ce qui indique que
sa position est bien définie dans le complexellelle interagit fortement avec le glutamate 188
de la boucle RT de SH3" (Figure 29).
Selon la structure RMN du complexe C-SH3"/polyPro™’ (359-390) (Kami et al.,
2002), I’arginine 368" est capable d’interagir avec différents résidus acides de la boucle RT

de C-SH3" (Figure 29).
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Figure 291 Interactions de I’arginine 368 du motif polyproline de p47°"* en complexe avec SH3" (A) et
C-SH3*" (B). Les domaines SH3 sont en bleu avec les chaines latérales en jaune. L’arginine 368 (R368) et
le motif polyproline de p47°™™* sont en orange. (A) Structure cristallographique du complexe
SH3*/polyPro™ (résidus 360-372) (These de Claire Massenet, 2002)G] (B) Structure RMN la plus
représentative (numéro 7) du complexe SH3**/p47""**.Cter (résidus 359-390) (Kami et al., 2002, Code
PDBL11K4U). Les différentes orientations de I’arginine 368 de p47°™, proposées par les structures RMN,
sont représentées.

Ces multiples interactions possibles de 1’arginine 368", au sein du complexe
C-SH3"/polyPro*”, peuvent renforcer 1’interaction entre les deux partenaires. Ceci pourrait
expliquer que p47""* interagit plus fortement avec C-SH3"’ que SH3".

Ainsi, il a été montré que I’arginine 368 de p47°™™* est essentielle pour I’interaction
avec C-SH3*” (Kami et al., 2002). En effet, la mutation ponctuelle R368A diminue 1’affinité
de p47"*-Cter pour C-SH3"*" d’un facteur 625. De plus, la région C-terminale de p47°™* 369-
389 n’interagit pas avec C-SH3"”. La présence de 1’arginine 368" (séquence 368-389)

rétablit cette interaction (Kami et al., 2002).

3- Interactions entre p47°" phosphorylé et les deux autres facteurs cytosoliques
3-a) phosphorylation de p47°"* au niveau de ses sérines 359/370
Comme nous 1’avons vu en début de chapitre, les sérines 359 et 370 seraient les
premieres phosphorylées au cours de [’activation de la NADPH Oxydase. Cette
phosphorylation est essentielle pour la cascade de phosphorylations et la translocation de
p47""* a la membrane. La présence des sérines 359 et 370 de part et d’autre du motif

phox

polyproline de p47™* suggérait que leur phosphorylation puisse induire un changement
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d’affinité et donc une réorganisation du complexe cytosolique. Cependant, nos mesures
d’affinité entre le polyproline de p47°™" (résidus 358-372 ou 358-390) et les domaines SH3"*
et C-SH3*” montrent que la phosphorylation mimée ou réelle des sérines 359 et 370 ne
modifie ni la préférence de p47°™ pour ses partenaires, ni les affinités polyPro/SH3 de fagon
significative. On peut supposer que 1’effet des phosphorylations sur ces positions n’est visible
qu’au niveau des protéines entieres. Il serait donc intéressant de poursuivre ce travail avec les

facteurs cytosoliques entiers.

3-b) phosphorylation de p47°" au niveau de sa sérine 379
Nos mesures d’affinit¢ montrent que la phosphorylation de la sérine 379 affecte
Daffinité de la région C-terminale de p47°™™ pour les deux SH3 et plus fortement pour SH3.
La structure RMN du complexe SH3C"/région C-terminale de p47"™* (Kami et al., 2002)

P’ La diminution de

montre que la sérine 379 est accessible et interagit avec le glutamate 496
’affinité polyproline/SH3, due a la phosphorylation de cette sérine, peut donc provenir d’une
répulsion par effet de charge entre la sérine 379" phosphorylée et les glutamates 496*” ou

209** voisins (Figure 30).

E496(E209) 90
2
V503(T216) |

R
Figure 30CInterface d’interaction entre la région non-PxxP de p47°"**-Cter et C-SH3""". La surface de C-
SH3 est en blanc et la chaine principale de p47"**-Cter en vert. Les chaines latérales des résidus de C-
SH3*" sont en jaune et de p47™*-Cter en vert. Les résidus indiqués entre parentheses sont ceux

correspondant 3 SH3?". La figure a été réalisée avec pyMol, le code PDB du complexe SH3"/p47""*-Cter
est 1IK4U.

Nous observons que la phosphorylation de la sérine 379" affaiblit les interactions
p47"*-Cter/SH3 au sein du complexe cytosolique de la NADPH Oxydase. Or, la sérine 379 a

hox s
phox 3

été rapportée comme importante pour la translocation de p47 la membrane et I’activité
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oxydase (Faust et al., 1995). De plus, la translocation du complexe cytosolique a la membrane
nécessite des interactions suffisamment fortes et stables entre les facteurs cytosoliques. Il est
donc difficile d’expliquer le fait que la phosphorylation de la sérine 379 de p47°"* fragilise les
complexes polyproline”’/SH3" et polyproline™’/C-SH3*" dans le contexte de 1’activation.
Toutefois, si la phosphorylation de cette sérine est effectivement importante pour le transfert
de p47™* au flavocytochrome b, une interprétation de nos résultats pourrait &tre qu’un

quatrieme partenaire permettrait de consolider le complexe ternaire.
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VII Conclusion et perspectives

Au sein du complexe cytosolique de la NADPH Oxydase, p47"™ est capable
d’interagir via son motif polyproline soit avec p40™*, par son domaine SH3, soit avec p67™"
par son domaine SH3 C-terminal (Wientjes et al., 1993CI Fuchs et al., 1995C] Dusi et al.,
1996). Des études d’affinités ont montré qu’au repos le motif polyproline de p47™* interagit
préférentiellement avec le domaine SH3 C-terminal de p67™™* (Grizot et al., 2001E1Lapouge
et al., 2002). Au cours de I’activation, plusieurs sérines de p47°™" sont phosphorylées, ce qui
conduit a une réorganisation de la protéine. Nous pouvions alors nous demander si le
complexe ternaire p67™/p47""*/p40P™* ne subissait pas également des réorganisations lors de
I’activation. Il avait d’ailleurs été suggéré que la phosphorylation des sérines de la région C-
terminale de p47"™™* pourrait provoquer une diminution de I’affinité du polyproline de p47°™"
pour C-SH3", créant ainsi une compétition entre les domaines C-SH3*’ et SH3" pour
interagir avec le motif polyproline de p47™* (Sathyamoorthy et al., 1997C] Lapouge et al.,
2002).

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons utilisé la fluorescence intrinseque du
tryptophane des domaines SH3. Nous nous sommes d’abord assurés que les changements de
propriétés spectrales des domaines SH3, lors des ajouts de p47™* (résidus 358-372 ou 357-
390), traduisent bien un phénomene de complexation. Puis, nous avons estimé les constantes
de dissociation entre le polyproline de p47°"* et les domaines SH3* et C-SH3""’ en fonction
de I’état de phosphorylation des sérines 359, 370 et 379 de p47™".

Notre étude montre que le motif PxxP (358-370) de p47""* est a I’origine de 1’affinité
plus élevée du polyproline de p47™* pour C-SH3". Nous confirmons que la région
C-terminale de p47""* permet uniquement de renforcer I’interaction du polyproline de p47°
avec C-SH3". Contrairement a ce qui pouvait &tre attendu, la région C-terminale de p47°"*
renforce également I’ affinité du polyproline™’ pour SH3"*. Le mode d’interaction de la région
C-terminale de p47™* (résidus 370-390) est donc semblable pour C-SH3*” et SH3".

La préférence de p47°™™ pour p67™* peut &tre expliquée, au moins en partie, par la
forte électronégativité de la boucle RT de C-SH3*" qui permet une meilleure stabilisation de
I’arginine 368, résidu essentiel a ’interaction polyPro™’/C-SH3". De plus, 1’accessibilité
de SH3™ a p47"™™* pourrait étre génée par la présence des modules PX et PB1 voisins.

Cependant, nous avons montré que SH3"*

est capable d’interagir fortement avec les motifs
PxxP et non-PxxP de la région C-terminale de p47"™*. L’existence d’une situation

physiologique, par exemple au cours de l’activation ou de la régulation de 1’oxydase,
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impliquant I’interaction SH3™/polyproline®™’ n’a pas été mise en évidence jusqu’ici.
Toutefois, un role de régulateur de 1’oxydase est proposé pour p40™™*. Il n’est pas exclu qu’au
cours de ’une des étapes du mécanisme de régulation, I’interaction p47°"/p40P™* ait lieu.

De plus, nous avons montré que la phosphorylation des sérines 359/370, ne modifie
pas la préférence du polyproline de p47*"* pour le domaine C-SH3"”". Ces phosphorylations
ne peuvent donc pas initier la cascade d’activation en modifiant les propriétés de liaison du
motif polyproline de p47""* aux domaines SH3. Donc, contrairement a ce qui a souvent été
suggéré dans la littérature, la phosphorylation des sérines 359/370 n’induit pas la cascade
d’activation en modifiant les affinités relatives de p47™* pour p67™* et p40™*. Un autre

mécanisme doit étre mis en jeu par ces phosphorylations mais il reste a le découvrir.

L’effet des phosphorylations 359/370 est détectable uniquement au niveau de p47°™"*
lui-méme. Contrairement a ce qui est généralement admis, Brown et al. (2003) ont récemment

décrit qu’au repos, les facteurs cytosoliques ne forment pas un complexe ternaire. L.’activation

phox phox

conduirait p47™* a interagir avec p67°* afin de transloquer a la membrane le complexe
ternaire ainsi formé. Dans ce cas, la phosphorylation des sérines 359 et 370 de p47°" pourrait
étre nécessaire a la formation du complexe ternaire, en rendant la région C-terminale de
p47"* accessible a p67™*. De fait, la phosphorylation des sérines S359"7 et S370"" est
compatible avec la formation du complexe polyproline de p47™™* (résidus 358-390)/C-SH3"",
puisque la constante de dissociation de cette interaction n’est pas affectée par cette

phosphorylation.

Enfin, la déstabilisation des complexes polyproline®™’/SH3 provoquée par la
phosphorylation de la sérine 379 de p47™™* est surprenante au regard des données publiées
précédemment. Cet effet est encore plus drastique pour I’interaction polyproline™’/SH3".
Afin de comprendre ce qui se passe au niveau moléculaire, il serait intéressant d’étudier la
structure du domaine SH3 de p40™™* en complexe avec la région C-terminale de p47°™ (358-

390). Ce travail pourrait étre réalisé en cristallographie des rayons X.
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Il est généralement admis que les facteurs cytosoliques forment un complexe ternaire
au repos. Au sein de ce complexe, p67°" possede un 1dle pivot puisqu’il est le seul a interagir

simultanément avec les deux autres facteurs.

Au début de ce travail, I’interaction p67°"**/p40P*** était définit par la région située
entre les domaines SH3 de p67™* et la région contenant le motif PC (PCCR) de p40P™*.
Aucune information structurale étant connue sur ces régions, nous avons entrepris la
caractérisation structurale de cette interaction. Notre premiere approche fut la cristallographie
des rayons X de la région de p67™ comprenant les deux domaines SH3. Malgré des efforts
d’optimisation de la purification et de nombreux essais de cristallisation, aucun cristal ne fut
obtenu pour cette région. Au cours de ce travail, un nouveau module d’interaction avec les
régions PCCR partenaires a été délimitée. Ce module est appelé PB1 pour Phox et Beml1p.
Ainsi, le domaine PB1 de p67™, capable d’interagir avec le PCCR de p40™>*, a été délimité
entre les deux domaines SH3. Nous avons donc poursuivi ce travail avec la région
comprenant le domaine SH3 N-terminal et le domaine PB1 de p67""* (SH3NPB1) et la région
C-terminale de p40™* (p40-Cter). Les essais de cristallisation de SH3NPB1 seule et en
complexe avec p40-Cter ont également échoué. L’étude a donc été restreinte au domaine PB1
de p67°™ (PB1°") afin de s’affranchir des risques de flexibilité de la protéine dus aux
séquences charnieres. Une fois de plus, malgré les 960 conditions testées par le robot de
cristallisation, disponible a I’institut, aucun cristal ne s’est formé. Nous avons alors testé la
structuration des PB1*’ et p40-Cter par protéolyse ménagée a la trypsine. Ces résultats plus
les spectres 2D-HSQC ('H-"N) préliminaires de PB1*’ et p40-Cter nous ont encouragé a
poursuivre la caractérisation de I’interaction p67*">*/p40°™, via ces régions, par Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN). Nous avons ainsi obtenu le repliement de la chaine principale
du domaine PB1 de p67°™, la topologie du domaine de p40-Cter et la caractérisation de
I’interface d’interaction. Par des expériences de dynamique en solution, nous avons également

déterminé une région de PB1°¥

mobile. Il s’agit de la boucle formée entre les brins f3; et B,
ou se situe ’arginine 395 de p67™. Ce résidu, dont la mutation en tryptophane a été
identifiée chez un patient atteint de CGD, forme une liaison hydrogene avec la proline 339 du
bras C-terminal de p40™ qui se replie sur PB1?*’. Cette région semble donc particuliere dans
D’interaction entre les PB1 de p67°™" et p40P"*,

Au cours de ce travail, de nombreux domaines PB1 appartenant a des protéines

eucaryotes de systemes biologiques variés ont été caractérisés. La structure cristallographique
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ou RMN a été résolue pour quelques-uns de ces domaines PB1 et des régions PCCR. Ces
structures sont compactes et toutes de type ubiquitine. Sur la base de ces données structurales,
les régions PCCR ont alors été classées parmi les domaines PB1. L’ensemble des données
structurales permet de définir deux types de domaines PB1. Les domaines qui possedent un
motif PC riche en résidus acides, comme le domaine PB1 de p40™, sont appelés de type L.
Ceux qui ne possedent pas de motif PC mais une lysine conservée en N-terminal, souvent

entourée par d’autres résidus basiques, comme le domaine PB1 de p67°"

, sont appelés de
type II. Les domaines PB1 de type I et de type II sont partenaires et leur interaction est de
type électrostatique. Certains domaines PB1 possedent I’ensemble de ces criteres et sont alors
appelés de type I+II. Ces domaines sont parfois capables d’interagir avec eux-mémes ou de
fédérer une chaine d’interactions pour former des oligomeres en solution. Les résidus
conservés au sein de ces domaines semblent importants pour I’interaction. Des résidus non

conservés semblent importants pour la spécificité d’interaction mais ils restent a définir

précisément.

phox phox

Au repos, p67™" interagit avec le motif polypoline C-terminal de p47™* par son
domaine SH3 C-terminal. Des études d’interaction montrent que ce motif polyproline de
p47" est également capable d’interagir avec le domaine SH3 de p40™*. Toutefois, le
complexe C-SH3""/polyproline est plus favorable au repos. Lors de ’activation, p47°”" subit
de nombreuses phosphorylations, notamment au niveau de ce motif polyproline. La protéine
passe alors d’une conformation fermée a ouverte. De nombreuses interactions entre les
modules des facteurs cytosoliques ont été€ mises en évidence in vitro. Or, seules certaines de
ces interactions sont présentes au repos. Cela suggere des possibilités de réarrangements au
sein du complexe ternaire suite a I’activation. Une hypothese est d’ailleurs souvent rencontrée
dans la littérature. Elle propose que, suite a 1’activation, le motif polyproline C-terminal de
p47" change de domaine SH3 partenaire. Nous avons testé cette hypothese en déterminant
Iaffinité du motif polyproline de p47*"* pour les domaines SH3 de p40*** (SH3"*) et p67°"*
(C-SH3"). Ces mesures ont été réalisées par fluorescence intrinseque du tryptophane avec
des peptides mimant les premitres étapes de phosphorylation de p47°"* sur les sérines 359,
370 et 379. Nous avons fait synthétisé des peptides courts, correspondant au motif PxxP
classique dans les interactions SH3/polyproline (résidus 358-372), et des peptides longs
comprenant la région C-terminale de p47™ (résidus 358-390). Nos résultats ainsi que

I’analyse des structures des domaines SH3" (these de Claire Massenet réalisée au

laboratoire) et C-SH3*” (Kami et al., 2002) en complexe avec le polyproline de p47™*, nous
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ont permis de caractériser ces interactions SH3/polyproline au cours des premieres étapes de
phosphorylation de p47***. Tout d’abord, nous confirmons que le motif PxxP est responsable
de la forte affinité du polyproline pour C-SH3"” et que la région C-terminale (résidus 372-
390) est importante pour renforcer cette interaction. Nous montrons que la région C-terminale
renforce également 1’affinité du polyproline pour SH3** et donc que le mode d’interaction du
polyproline de p47"™* (résidus 358-390) est le méme pour ses deux domaines SH3
partenaires.

La phosphorylation des sérines 359 et 370 ne modifie pas I’affinité du polyproline
pour les deux domaines SH3. Ces sérines sont les premieres de la cascade de phosphorylation
de p47™* lors de I’activation. Elles sont essentielles a la phosphorylation des autres sérines et
a lactivité oxydase. Elles encadrent directement le motif PxxP de p47*™* en interaction avec
la plateforme hydrophobe des domaines SH3. Bien que ces sérines n’interagissent pas

directement avec les domaines SH3, le domaine C-SH3""

étant chargé négativement (et
SH3" étant neutre), nous pensions observer un effet de charge sur I’affinité du polyproline
pour ses partenaires. Or, ces phosphorylations n’affectent 1’affinité du polyproline ni pour le
SH3 C-terminal de p67™, ni pour le SH3 de p40™*. Contrairement a ce qui a souvent été
suggéré, ces phosphorylations ne déclenchent donc pas la cascade d’activation en modifiant
les affinités relatives du motif polyproline de p47”™ pour ses domaines SH3 partenaires.
L’initiation de la cascade d’activation par la phosphorylation des sérines 359 et 370 doit donc

impliquer un mécanisme moléculaire qui reste a définir.

De plus, la phosphorylation de la sérine 379 de p47*** diminue également 1’affinité du

phox p40

polyproline de p47™™* pour les deux SH3, surtout pour le domaine SH3"". Cette sérine étant
en interaction avec des résidus acides des domaines SH3, cette diminution d’affinité peut
provenir d’un effet de charge du groupement phosphate. Cependant, la phosphorylation de la
sérine 379 étant rapportée comme importante pour la translocation de p47”* a la membrane
(Faust et al., 1995), la déstabilisation des complexes SH3/polyproline est difficilement
interprétable. Si la phosphorylation de cette sérine est effectivement importante pour le
transfert a la membrane de p47™, une interprétation de nos résultats pourrait &tre qu’un
quatrieme partenaire du complexe ternaire permettrait une cohésion entre les facteurs

cytosoliques.

L’étude structurale des facteurs cytosoliques de la NADPH Oxydase a conduit a la
résolution de la structure des différents domaines qui composent ces protéines modulaires.

Certaines structures de complexes entre modules partenaires, comme celle des domaines SH3
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de p47"™™* en complexe avec sa région d’auto-inhibition (AIR), ont apporté des informations
importantes dans la compréhension de I’activation du complexe. Ce travail a effectivement
contribué a la compréhension du mécanisme d’activation de p47°" par son ouverture lors de
I’activation. Cependant, cela a également fait surgir de nouveaux points d’interrogation. En
effet, de nombreuses interactions possibles entre les différents modules ont été décrites in
vitro mais il est possible que certaines soient artefactuelles, ou présentes qu’a certaines étapes

Phox ot ga

du processus d’activation... Par exemple, I’interaction entre le tandem de SH3 de p47
région AIR (montrée par la structure cristallographique) est difficilement conciliable avec
I’interaction entre ce méme tandem de SH3 et le motif polyproline du domaine PX de p47°™"
(montrée par RMN) au repos. Pour apporter des éléments de réponse a ce type
d’interrogations, il faut désormais travailler avec les protéines entieres. Or, les protéines
cytosoliques sont constituées de modules liés entre eux par des séquences charnieres de 10 a
50 acides aminés qui, tres probablement, entrainent une flexibilité des protéines. La
cristallographie ne permet donc pas I’étude structurale de ce type de protéines dans leurs
formes entieres. De plus, étant donnée la taille de ces protéines (entre 40 et 67dDa) la RMN
n’est pas non plus une technique adaptée a leur étude structurale. Cependant, des techniques
de résolution de structures a tres basse résolution est une alternative tres prometteuse pour
I’étude structurale des facteurs cytosoliques entiers. En effet, la diffusion de rayons X aux
petits angles (SAXS pour Small Angle X ray Scattering) ou la microscopie électronique
permettent de révéler ’enveloppe de la protéine. Il est alors possible d’insérer la structure
haute résolution des modules, donnant ainsi un modele structural des protéines entieres.

Outre la structure des composants de la NADPH Oxydase, il me semble que la priorité
est maintenant 1’étude de la dynamique des interactions entre les facteurs cytosoliques lors de
I’activation de la NADPH Oxydase. Des informations de ce type, conjuguées a des données
de cinétique de I’explosion respiratoire, pourraient, a mon avis, définir précisément le role de
p40°™* au sein du complexe. En effet, des premiers résultats montrent une concomitance entre
Iactivité enzymatique de 1’oxydase et la phosphorylation de p40*** (Fuchs et al., 1994). Etant
donnée que la moitié des auteurs attribue a p40”™ un rdle d’inhibiteur de 1’oxydase et 1’autre
moitié un rdle d’activateur, et que Lopes et al. en 2004 ont montré que p40™* est inhibiteur
de ’oxydase lorsqu’il est phosphorylé, il n’est pas impossible que ce facteur cytosolique
puisse, au début de 1’activation, étre activateur de 1’oxydase. Il pourrait permettre de renforcer
la stabilité de p67""* pourquoi pas en jouant un rdle d’adaptateur. Puis, en fin de réaction

lorsque p40P™ est completement phosphorylé, la protéine pourrait subir des réarrangements
que p p phosphory p p g
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suite & ces phosphorylations, comme dans le cas de p47™, et ainsi déstabiliser le complexe. Il
serait alors inhibiteur de I’oxydase.

Un autre versant du fonctionnement de la NADPH Oxydase serait I’étude des
interactions entre les facteurs cytosoliques, notamment p47™", avec les protéines du
cytosquelette. En effet, des interactions de p47°"* avec la moésine (Wientjes et al., 2001) et la
coronine (Grogan et al., 1997) ont été décrites. Ces interactions avec les protéines du
cytosquelette sont probablement responsables du transfert a la membrane des facteurs
cytosoliques. Ce type d’étude pourrait donc également permettre une meilleure

compréhension de la dynamique d’interaction lors du processus d’activation du complexe.
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Annexe « cristallogenése »

Principe de la cristallogenese des protéines

(David Sheehan)

Un cristal peut tre défini comme la répétition réguliere de molécules dans 1’espace
tridimensionnel. Le cristal formé est placé dans un faisceau de rayons X. Les molécules
diffractent les rayons X et des images de diffraction sont alors enregistrées. La densité
électronique de la molécule est obtenue a partir de ces images de diffraction, apres un long
traitement mathématiques. Un modele s’appuyant sur la séquence primaire de la protéine est
ensuite introduit dans cette densité électronique. Apres affinement du modele, la structure

atomique de la protéine est alors obtenue.

En pratique, la cristallogenese des protéines est I’une des étapes limitantes majeures.
Pour obtenir un cristal de protéine, il faut que les molécules s’organisent de fagcon tres
ordonnée a partir d’'une phase liquide, la solution protéique (Figure 1). La zone du diagramme
de phase ou la protéine cristallise est étroite, contrairement a la zone de précipitation. La
précipitation correspond a un arrangement plus ou moins aléatoire des molécules entre elles,

formant des agrégats désordonnés.

Courbe de solubilité

Cprotéine i

N ¢
Précipité
SURSATURATION |
R N N
~N
@ e
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™ e zon€de — 1

S~ 2z 2
_________ sone =~ hucléation

métastable

Solubilité

Précipité

) Csel

Figure 1] diagramme de phase. (1)C] premier équilibre qui se produit lors de la diffusion en phase
vapeur[l(2)Elsecond équilibre qui se fait lors de la croissance du cristal.

Le principe le plus souvent utilise est celui de la diffusion en phase vapeur. Il permet
de concentrer la protéine et 1’agent précipitant de facon a passer de 1’état soluble a cristallin.

La méthode que j’ai utilisée est la goutte suspendue dont le montage expérimental est
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représenté par la Figure 2. Le volume de la goutte est composé a 50% de solution protéique et
a 50% de la solution du réservoir contenant 1’agent précipitant (par exemple un sel ou un
polymere de haut poids moléculaire comme le polyéthylene glycol). La concentration en
agent précipitant est donc deux fois plus diluée dans la goutte que dans le réservoir. Le
phénomene de diffusion en phase vapeur équilibre cette concentration dans la goutte et le
réservoir (chemin (1) sur la Figure 1). Les concentrations en agent précipitant et protéine sont
alors doublées dans la goutte. En partant de conditions initiales adéquates, la cristallisation
peut etre atteinte. Un germe cristallin est formé et va croitre pour donner un cristal. La
concentration de protéines dans la goutte diminue alors jusqu’a atteindre un nouvel équilibre
(chemin (2) sur la Figure 1). La zone de sursaturation est divisée en trois régionsClla zone de
précipitation, la zone de nucléation ou le germe peut se former et croitre, et la zone métastable
ou le germe ne peut pas se former mais ou il peut grandir. L’objectif est donc d’atteindre la
zone de nucleation.

Plusieurs variables peuvent affecter la solubilité de la protéine et sa cristallisation. Il
faut donc faire varier des parametres comme la nature de I’agent précipitant, sa concentration,
la concentration de la protéine, le tampon, la température, le pH, les volumes, etc... J’ai donc
commencé les essais de cristallogenese par les kits de cristallisation du commerce (Hampton)
qui permettent de tester de nombreuses conditions en agents précipitant, pH et tampon. J’ai
également joué sur la température (20°C et 8°C) juste apres la formation des gouttes. Puis, les
conditions prometteuses (observation de granules ou précipité cristallin dans la goutte) sont de
nouveau testées, a partir de solutions réalisées au laboratoire, en faisant varier le pH ou les
concentrations.

Goutte composée de 2 L. de solution protéique
+ 2 uL de solution de réservoir

/ Lamelle en verre siliconé
]
L% ¢

(@)

Graisse /

(pour 1'étanchéité)

(¢}

< Puits

Réservoir contenant

// / / 7 d'agent précipitant (500 pL)

Figure 2CIschéma du montage expérimentale de la goutte suspendue.
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De plus, la cristallogenese des protéines demande des solutions protéiques pures et
homogenes. Il faut également des quantités de protéine relativement importantes pour pouvoir
travailler a des concentrations de protéine d’environ 10 a 50hg/mL et tester de nombreuses

conditions de cristallisation.
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Etude des domaines PB1 par Résonance Magnétique Nucléaire

1- Résonance Magnétique NucléaireClgénéralités

La Résonance Magnétique Nucléaire est une méthode spectroscopique fondée sur une
propriété du noyauldle spin.

Certains atomes ont un spin exploitable par RMN. C’est le cas du proton naturellement
présent au sein des protéines. La RMN du proton est donc tres largement utilisée pour 1’étude
de molécule biologique. L’échantillon protéique est placé dans un champ magnétique statique
d’une dizaine de Teslas. Les spins nucléaires sont ensuite «[dxcitésd par une impulsion
radiofréquence. Suite a cette impulsion, des signaux correspondant a des sinusoides amorties
en fonction du temps (FID pour Free Induction Decay) sont détectés. La transformée de
Fourier de ces signaux temporels permet d’obtenir un spectre RMN (Sheehan, 2000). Chaque
pic de ce spectre correspond a un proton dont le spin a été excité. La position du pic dépend
de I’environnement du spin au sein de la protéine et permet ainsi d’obtenir des informations
structurales. Cette position est définie par les déplacements chimiques (8) exprimés en ppm
(partie par million).

De nombreux protons sont présents dans les protéines. Ceci conduit a des
recouvrements de pics et rend 1’'interprétation des données difficile. Pour que les spectres
deviennent exploitables, des expériences a deux ou trois dimensions sont réalisées (Sheehan,
2000). Ce type d’expérience est obtenu par la corrélation entre des spins de méme nature ou
de nature différente. Cela conduit a des spectres multidimensionnels, ou 1’information est
distribuée sur les différentes dimensions, limitant ainsi les recouvrements. Souvent, ces
dimensions correspondent aux fréquences de résonance du proton, de I’azote et du carbone,
composants majoritaires des protéines. Cependant, le carbone '°C et 1’azote '“N ne sont pas
exploitables en RMN liquide contrairement aux isotopes "°C et °N. Or, ces isotopes possedent
une abondance naturelle faible (1,11% pour le C et 0,37% pour le “N) et il faut enrichir
isotopiquement les protéines que 1’on souhaite étudier par RMN (Janin et Delpierre, 1994). Le
protocole de marquage est donné dans la partie «[hatériel et méthodes. La corrélation
observée entre les spins peut étre de deux sortesClsoit a travers les liaisons chimiques, par

couplage scalaire, soit a travers 1’espace, par couplage dipolaire.

La RMN, comme la cristallographie des rayons X, permet d’accéder a la structure des

protéines a I’échelle atomique. La cristallographie est considérée comme la méthode de choix
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pour I’obtention de structures a haute résolution. Cependant, la cristallisation d’une protéine
est une étape délicate qui n’aboutit pas toujours. La RMN peut alors étre une technique
alternative pour I’obtention de structures tridimensionnelles, a condition que la protéine ne
dépasse pas 30 a 40MDa. Dans ce cas, la protéine est sous forme soluble et non plus dans un
empilement cristallin. La démarche est différente entre ces deux techniques. Par RMN, la
structure protéique est obtenue en positionnant les atomes les uns par rapport aux autres grace
a des contraintes expérimentales de distance et d’angle. Par cristallographie, une carte de
densité €lectronique est obtenue dans laquelle un modele basé sur la s€équence primaire est
introduit. Cela revient a attribuer a chaque atome des coordonnées dans I’espace au sein du
cristal. Chacune de ces techniques permet d’identifier les résidus situés dans la zone
d’interaction entre deux protéines et ainsi de caractériser le type d’interaction mis en jeu entre
les partenaires. En RMN, ce type d’information peut étre obtenu sans résoudre la structure de
la protéine. Cette technique permet également d’étudier la dynamique de molécules en
solution (Sheehan, 2000), ce qui n’est pas le cas en cristallographie. Cependant, une étude
RMN exige que la protéine soit stable dans le temps a température ambiante.

Il peut etre intéressant d’utiliser la complémentarité de ces deux techniques. Une
structure obtenue par cristallographie peut étre enrichie d’une étude d’interaction ou de
dynamique en solution. La RMN peut également €tre un pré-requis pour une étude
cristallographique. Cette technique permet en effet d’estimer la flexibilité d’une protéine en

solution et donc la faisabilité d’une étude par cristallographie.

2- Etude structurale des domaines PB1

Pour réaliser 1’étude structurale des domaines PB1 de p67*"* et p40”™™*, nous avons
marqué ces protéines recombinantes (PB1°”[110319 Da et p40-Cterld14076 Da) avec de I'°N
et/ou du "C, selon le type d'expérience (voir partie «Thatériel et méthodesd). La stratégie

adoptée pour ce travail est présentée ci-dessous.

2-a) La premiere étape est l'attribution de la chaine principale peptidique. Cela
consiste a déterminer la fréquence de résonance de tous les atomes de la chaine principale.
Pour I’étude des domaines PB1, nous avons réalisé les expériences suivantes. Le premier type
d’expérience est un HSQC ('H-"N) qui permet d’identifier la fréquence de résonance de
I’azote amide (N") et de son proton (H") (Figure 1). Cette expérience tres sensible est réalisée

avec la protéine marquée “N. Sur ce type de spectre a deux dimensions, chaque acide aminé
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de la protéine est représenté par un pic dont les coordonnées sont les fréquences de résonance
'H et "N (Figure 2).

Puis, pour la protéine p40-Cter, un ensemble d’expériences trois dimensions de type
HNCA, HNCO, HNCACB et DEPT-CBCA(CO)NH (Brutscher, 2004) est effectué avec la
protéine doublement marquée "N/"°C. Ces expériences permettent de déterminer la fréquence
de résonance des atomes H”, C%(i), C*(i-1) CP(i), C"(i-1) et CO(i-1) des acides aminés (Figure
1 et Figure 2). Le DEPT signifie qu’il est possible de différencier la nature du C (CH, CH2 ou
CH3), ce qui peut donner une idée sur le type d’acide aminé. Ces expériences 2D et 3D sont
basées sur le transfert d’aimantation a travers les liaisons chimiques (couplages scalaires). La
séquence primaire donnant ’enchainement des acides aminés, il est possible d’attribuer

I’ensemble des fréquences de résonance aux différents résidus.
ol Rj

| ! don 1dentification des résidus

N
2D-HSQC /|, \./ obtention des paires I5N-1H

|l !
Rj-1 H

=0

H Rj
(@]
] CLH attribution de la chaine carbonée
3D-HNCO / \C \C 7/ obtention des résonances CO(i-1)

attribution de la chaine carbonée

3D-HNCA obtention des résonances Ca(i) et Cau(i-1)
attribution de la chaine latérale
3D-HNCACB obtention des résonances CP(i) et CP(i-1)

et Cai) et Ca(i+1)

attribution de la chaine latérale
obtention des résonances Ca(i-1) et CB(i-1):

N C Cl permet de différencier | Coui) et Ca(i-1)
NN NS CP() et CBG-1)

CpH H

Ri-1

Figure 1C1Couplage scalaire obtenu selon le type d’expérience RMN. L’objectif de ces expériences et les
fréquences de résonance obtenues sont indiquées dans la colonne de droite. R pour résidu.
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Spectre 3D (IH, 15N, 13C)

2D-HSQC (1H-15N) :
100 : 100
15N i _— |I5N
v130 RSN B ;150""' 45
= (3
ppm o ppm ppm s 035 &

'H

Figure 2C1Représentation schématique d’un spectre 4 deux dimensions (de type HSQC 'H-"N) (a gauche)
et a trois dimensions 'H, N, C (a droite).

L’attribution de la protéine PB1*’ a été réalisée par une approche de «Idimensionalité
réduiteld (Szyperski et al., 1993). Elle consiste en I’obtention d’une série de spectres a deux
dimensions qui permet d’obtenir les mémes informations spectrales que la méthode classique
décrite ci-dessus (Simorre et al., 1994C1Brutscher et al., 1994C1Bersch et al., 2003). De plus,
I’ensemble des spectres nécessaires a I’attribution de la protéine peut etre enregistré tres

rapidement (environ une journée). Le temps expérimental est donc significativement réduit.

2-b) La seconde étape est la délimitation des structures secondaires.

La délimitation des structures secondaires en RMN se fait par recoupement de
plusieurs types d’informations.

Nous utilisons d’abord des informations sur la distance entre protons, obtenues par des
expériences de type 'H-'H NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). Les spectres
NOESY permettent en général d'observer des pics de corrélation (NOEs) entre des protons
distants de moins de S[A. Dans ce type d’expérience, le transfert d’aimantation se fait par
couplage dipolaire (magnétique) a travers 1’espace. Ces spectres permettent, par exemple, de
visualiser un pic de corrélation correspondant au couplage dipolaire entre le couple amide N-
H d’un résidu i avec celui d’un résidu i+1 distants de moins de S[A. Les structures secondaires
possedent un repliement particulier de la chaine polypeptidique. Ils présentent donc des
distances entre protons HY-H" et HY-H" caractéristiques. Dans une hélice a., les protons H™(i)-
H"(i+1) sont distants de 2,8 A et H*(i)-H"(i+3) de 3,4 A. Dans un feuillet 8, les protons H%(i)-
H(i+1) sont distants de 2,2[A (Figure 3). Il est donc possible d'observer des pics de
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corrélation entre ces protons sur des spectres NOESY. Nous avons donc réalisé ce type

d’expériences avec les protéines marquées "°N.

A B

d(HuHN) !'f

Figure 3C] Distances inter-protons dans les feuillets B et les hélices a. A) la distance entre H% et HY,,,
(d(H*-HN,,,)) est de 2,2[A dans un feuillet B; la distance entre HY, et HY,,, (d(H"-H",,)) est de 2,8[A dans
une hélice a. B) la distance entre H% et HY,,; (d(H*%-H",,,)) est de 3,4[A dans une hélice o.

Puis, nous utilisons la propriété qu'ont les protons amides d'étre échangeables avec les
protons du solvant. Le but ici est de repérer les protons qui s’échangent lentement, c'est-a-dire
protégés du solvant. Cette protection est généralement due a l'implication du proton amide
dans une liaison hydrogene. Pour réaliser ceci, la protéine est lyophilisée puis remise en
solution avec de I'eau lourde (D,0). Un spectre 2D-HSQC ('H-"N) est réalisé immédiatement
apres la remise en solution puis 40 minutes et 24 heures plus tard. Seuls les résidus protégés
du solvant n'échangent pas leur proton amide et donnent un signal sur ce type de spectre

RMN. Ces acides aminés sont donc tres probablement impliqués dans des liaisons hydrogene.

Enfin, nous utilisons 1’Indice de déplacement chimique (CSI) (Wishart and Sykes,
1994). La variation de déplacement chimique (Ad) des C* (0.%) et CO (d,) d'un résidu est
calculée par rapport a une valeur moyenne (0.") représentative d'un résidu de méme nature
dans une séquence peptidique variable.
Ad: =8 - 8., ot O correspond a 8" ou O,
Si AS 3T, c'est la signature d'une structuration en hélice o.
Si AO L2, c'est la signature d'une structuration en feuillet 3.

La représentation peut étre simplifiée en admettant que :

Si Ad." > 0,7 ppm, on donne le score +1
Si Ad." < 0,7 ppm, on donne le score -1
Si Ad¢o > 0,5 ppm, on donne le score +1
Si Ad¢o < 0,5 ppm, on donne le score -1
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Puis la somme des scores est réalisée pour les C* et CO d'un méme résidu. Si, sur
plusieurs résidus consécutifs, cette somme est positive (+1 ou +2), ceci est représentatif d'une

hélice a et inversement, un score négatif (-1 ou -2) est représentatif d'un brin f.

2-c) L'orientation des brins p au sein du feuillet  est réalisée a partir de deux types
de données. D'une part, les résidus protégés du solvant, déterminés précédemment, nous
renseignent sur les liaisons hydrogenes formées entre brins (3. D'autre part, les pics de
corrélation NOE entre les protons HY-H" et HY-H” nous renseignent sur la proximité des
résidus au sein du feuillet 3. Ainsi, nous pouvons orienter les brins § deux a deux et les

positionner de facon parallele ou anti-parallele.

2-d) La derniere étape est la détermination de la structure tridimensionnelle de la
protéine. Les calculs de structures sont réalisés a partir de données expérimentales intégrées
dans un calcul de dynamique moléculaire qui permet de respecter les propriétés physico-
chimiques de la molécule (longueurs des liaisons, angles de torsion, efc). Le principe du
calcul de structures est de minimiser une fonction d’énergie, appelée «[@nergie cibled,
composée du champ de force et d’un terme expérimental. Le champ de force regroupe
différents termes d’énergie potentielle décrivant, entre autres, 1’élongation des liaisons ou les
angles de torsion. Un ensemble de conformeres obtenus par le calcul et en accord avec ces
contraintes est sélectionné. Les structures de plus basse énergie expérimentale sont retenues

pour former le modele RMN de la structure tridimensionnelle de la protéine.

Le fichier de calcul de la structure de PB1°¥ contient la délimitation des hélices o et
des brins 3, les liaisons hydrogenes identifiées par les échanges H/D et enfin les distances
méthyle-méthyle. Les groupements méthyles appartiennent souvent a des résidus
hydrophobes qui sont généralement au cceur de la protéine. Les NOEs méthyle-méthyle
contraignent donc le repliement de la protéine. Pour déterminer ces contraintes longues
distances, Dattribution des résonances 'H et "°C des groupements méthyle de la chaine latérale
des résidus alanine, leucine, isoleucine, thréonine et valine est nécessaire. Les pics de
corrélation entre méthyles sont ensuite identifiés a partir de 1’expérience 3D CT-HSQC-

NOESY-CT-HSQC éditée “C (Zwahlen et al., 1998). IIs informent sur la proximité entre ces
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résidus (<OMA) et permettent d’imposer des contraintes supplémentaires pour le calcul de
structures. S'ajoutent a ces données expérimentales des informations comme les angles de
torsion ¢ (entre C* et N") et ¢ (entre C* et CO), calculés par le programme TALOS a partir
des déplacements chimiques mesurés (Cornilescu et al., 1999), et le champ de force
(AMBER). Plusieurs structures, toutes satisfaisant les contraintes de distances et d'angles,
résultent des calculs de structures. Environ vingt structures de plus basse énergie sont retenues

et constituent le modele structural tridimensionnel de la protéine.

3- Etude de l'interface d'interaction par RMN

Pour étudier I’interface d’interaction entre deux partenaires, il faut, au préalable, que
les deux protéines soient attribuées dans le complexe. Pour cela, des expériences HNCO,
HNCA et DEPT-CBCA(CO)NH sont réalisées. Les fréquences de résonance des atomes
C%(i), C%(i-1), C(i-1) et CO(i-1) ainsi obtenues, sont peu sensibles a 1’environnement. La
variation de déplacement chimique entre la protéine seule et complexée est donc faible pour
ces atomes. En comparant ces fréquences a celles obtenues pour la protéine seule, il est
possible d’attribuer les pics du spectre 2D-HSQC ('H/"N) de la protéine en complexe.
L’approche que nous avons utilisée est basée sur la liste d’attribution de la protéine libre.
Seuls les résidus déja attribués pour la protéine seule peuvent donc I’étre dans le complexe.
Les résidus qui possedent une forte variation de déplacement chimique pour le 'H et I'°N
correspondent aux acides aminés dont I’environnement change. Ces résidus sont donc ceux

situés dans la zone d’interaction entre les deux partenaires.

Pour réaliser ce genre d’expériences, seule la protéine dont on souhaite identifier la
région d’interaction doit etre visible en RMN. Pour cela, cette protéine est la seule marquée
15 2 . , L. .

N et le complexe est formé avec son partenaire non marqué. Les résidus possédant une forte
variation de déplacement chimique pour le 'H et I’°N sont identifiés. Le méme travail est

réalisé pour la seconde protéine.
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Spectroscopie de fluorescence

Les grands principes de la fluorescence, ainsi que le calcul pour déterminer les

constantes de dissociation par fluorescence intrinseque du tryptophane, vont €tre présentés ici.

1- Principes de la fluorescence

Cette partie a été réalisée a partir des références bibliographiques suivantesClJanin et
Delepierre, 1994C1Callis, 1997CIEftink, 1997C1Sheehan, 2000.

A I’échelle atomique, les électrons peuvent passer de 1’état énergétique fondamental S,
a différents niveaux électroniques d’énergie supérieure (€tat excité S,). Pour cela, il faut
apporter a 1’atome 1’énergie juste nécessaire pour passer de I’état S, a S,. Cette énergie E est
fournie par une radiation électromagnétique de longueur d’onde A (EEMc/A, h étant la
constante de Planck et c la vitesse de la lumiere). C’est la phase d’absorption ou d’excitation.
L’étude de molécules en solution par spectroscopie est limitée aux régions du spectre ou le
solvant n’absorbe pas. En solution aqueuse, les longueurs d’onde plus courtes que 180Mm
sont entierement absorbées par le solvant. Seules les molécules qui absorbent dans
I’ultraviolet proche et le visible (entre 250 et 600Mm) peuvent étre étudiées par spectroscopie

de fluorescence (Figure 1).

kg T 1eVv Energie
104 1072 1 102 104 10° (kJ . mol 1)
| | 1 | | |
10° 101 1013 10'° 107 Fréquence (Hz)
3m 3cm 300pm 3pm 30 nm 3A Longueur d’onde
| 1 |
Radio- | Micro Infra } © Ultra | Rayons X
fréquences i ondes Rouge | 3§ violet |
Résonance Rotations I e
Magnétique Vibrations ! > Transitions électroniques
|
|
|

Moléculaires et nucléaires

Figure 1: Echelle des énergies en spectroscopie. (Janin et Delepierre, 1994)

Un fluorophore est une molécule qui possede des niveaux électroniques suffisamment
voisins de 1’état fondamental pour que 1’énergie fournie par la lumiere visible ou le proche
UV soit suffisante pour passer de 1’état fondamental S, a un état excité S,.

Parmi les 20 acides aminés qui composent les protéines, trois sont des fluorophores. Il s’agit

des résidus aromatiquesClphénylalanine, tyrosine et tryptophane (Figure 2).
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Tryptophane Phénylalanine Tyrosine
(W, Trp) (F, Phe) (Y, Tyr)
(IZOO‘ ?OO‘ ?OO‘
THZN—C—H THIZN—C—H TH3N—C—
i | i | i |
?Hz CHy CH,
C=CH
\
NH
OH

Figure 2: formule des trois acides aminés aromatiques.

Apres excitation, les électrons de ces fluorophores retombent a leur état fondamental.
Ce retour a I’état d’énergie le plus bas se fait en dispersant une partie de 1’énergie absorbée

sous forme de lumiere, la fluorescence, et le reste de fagon non radiative (Figure 3).

S1 — -
\‘_’/ y
S1
@|.Le
Absorption A‘exc : \.].lu
/\'m
So

Figure 3: Schéma simplifié du principe d’émission de fluorescence. (1) Les électrons a I’état fondamental
S, absorbent I’énergie des photons incidents et passent alors dans un état excité. Ils se situent alors sur une
couche (ici S;’) du niveau électronique d’énergie supérieure (S,). Puis les électrons retournent a 1’état
fondamental en libérant de I’énergie. (2) Une partie de cette énergie est dissipée par des processus non
radiatifs. (3) Une autre partie est restituée sous forme de photons de fluorescence.

La fluorescence s’observe dans un spectrofluorimetre dont le schéma simplifié est
présenté par la Figure 4. Une cuvette en quartz contenant I’échantillon est éclairé par un

faisceau incident ou faisceau d’excitation de longueur d’onde A... Ce faisceau traverse la

exc*
cuve (lumiere transmise) et la fluorescence émise irradie dans toutes les directions. La
fluorescence est détectée perpendiculairement au faisceau incident pour éviter que ce dernier

gene la mesure. Le monochromateur permet de disperser la lumiere blanche et un faisceau
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monochromatique est sélectionné par la fente de sortie. Plus cette fente est petite, plus

I’intervalle de longueur d’onde sélectionné est étroit.

Monochromateur cuve en quartz
contenant I'échantillon
lumigre transmise
lumiére émise
Source lumineuse
Monochromateur j

Détecteur |

Figure 4: schéma de principe du spectrofluorimetre.

Pour un fluorophore donné, les spectres d’excitation d’une part et d’émission d’autre
part ne sont pas superposables. En effet, les photons émis ont une énergie toujours plus faible
que ceux absorbés (excitation), une partie de 1’énergie étant dissipée par des processus non
radiatifs. L’énergie E étant inversement proportionnelle a la longueur d’onde A (EEMHc/A), la
longueur d’onde d’émission A, est donc toujours plus grande que le longueur d’onde

d’excitation A, (Ap> Aeyo)-

Le rendement de fluorescence ou rendement quantique (Q) est défini comme le rapport

entre le nombre de photons émis sur le nombre de photons absorbés.

Q nombre de photons émis
~ nombre de photons absorbés

Les différents résidus aromatiques n’ont pas tous le méme rendement (Figure 5).
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Amax (nm) Rendement
excitation émission quantique
X
Q)
tryptophane 280 350 0,20
tyrosine 275 300 0,15
phénylalanine 260 280 0,05

Figure 5:caractéristiques de fluorescence des acides aminés aromatiques. Les valeurs données dans ce
tableau sont approximatives car le maximum d’émission et le rendement quantique d’un fluorophore sont
sensibles a ’environnement physique et chimique.

La longueur d’onde du maximum d’émission varie en fonction du milieu. Par
exemple, sous excitation a 280@m, le maximum d’émission du tryptophane dans 1’eau est
situé vers 350m. Il se déplace vers 340m dans la plupart des protéines a 1’état natif, du fait
de I’environnement apolaire du fluorophore a I’intérieur de la structure 3D. Le spectre
d’émission ainsi que le rendement quantique changent en fonction de 1’environnement

physique et chimique du fluorophore.

C’est la fluorescence du tryptophane, plus que celle des autres aromatiques, qui est
exploitée pour I’étude des protéines. En effet, le tryptophane possede un meilleur rendement
quantique et surtout, son spectre et son intensité de fluorescence sont beaucoup plus sensibles
a ’environnement local. De plus, les tryptophanes peuvent étre excités a 290 ou 295m, ce
qui permet d’éviter I’excitation simultanée des tyrosines (a 280m). En effet, si les tyrosines
sont excitées, 1’énergie des photons émis peut étre transmise aux tryptophanes distants de
moins de 100 (recouvrement des spectres d’émission des tyrosines et d’excitation des

tryptophanes, Figure 6), ce qui perturbe I’émission des tryptophanes.
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Fluo

|1||%|||||r|||||||||||||||=%=I » A (nm)

f
200 250 300 350 400 450 500

Figure 6: spectres d’absorbance et d’émission de la tyrosine (Tyr, en orange) et du tryptophane (Trp, en
mauve). La surface jaune correspond a la zone de recouvrement du spectre d’émission (émis) de la
tyrosine et du spectre d’absorption (abs) du tryptophane.

2- Etude de I’interaction protéine/protéine par fluorescence

Deux parametres sont couramment mesurés pour observer une interaction entre
protéinesC ’intensité émise (I) et la longueur d’onde d’émission (A,,), parametres qui sont
sensibles a ’environnement. En effet, le spectre d’émission de fluorescence va varier en
amplitude (intensité) et en position (déplacement de la longueur d’onde du maximum
d’émission) en fonction de la polarité de 1’environnement. Une interaction entre deux
partenaires peut changer I’environnement d’un fluorophore soit par masquage, si celui-ci est
dans la zone de contact, soit par un changement de conformation qui peut conduire a un
enfouissement ou a une exposition au solvant aqueux. Lorsque le fluorophore passe d’un
environnement polaire (en interaction avec le solvant) a apolaire (protégé du solvant), la

longueur d’onde au maximum d’émission se décale vers les longueurs d’onde plus courtes.
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Il est possible de déterminer par spectroscopie de fluorescence la constante de
dissociation entre deux protéines en observant le décalage de longueur d’onde au maximum
d’émission en faisant varier les conditions de I’interaction. Le principe de détermination de la
constante de dissociation est présenté ci-dessous. Ce calcul est correct pour des variations de
fluorescence intrinseque du tryptophane d’une protéine lors de I’interaction avec un ligand

dépourvu de résidus aromatiques dans sa séquence.

3- Détermination d’une constante de dissociation

La démonstration donnée ci-dessous s’applique a la fluorescence intrinseque du
tryptophane d’une protéine excitée a sa longueur d’onde d’excitation (A.,.). Cette fluorescence
est suivie par déplacement de la longueur d’onde au maximum d’émission (A), lors d’ajouts
dans la solution d’un ligand dépourvu d’aromatiques. Les équations montrées ici seront

utilisées pour déterminer la constante de dissociation entre un domaine SH3 (fluorescent) et

un peptide dérivé de p47°"* sans résidu aromatique.

1- Définissons la constante de dissociation pour une interaction simple bi-moléculairel]

A+B—AB
Kd

ou A est la protéine dont la fluorescence intrinseque est suivie par son A au cours de sa

complexation avec le ligand B non fluorescent.

Le K, est la constante de dissociation entre A et BC1

_La]5]

*" [AB]
avec [A], la concentration de la molécule A libre, [B] la concentration du ligand B libre et
[AB], la concentration du complexe.
En introduisant [A, ], la concentration de A total et [B, ], la concentration de B totalC]
[A]=[A]+[AB]
]=[B]+[AB]

t

[B

I’équation du K, devient
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([At] B [AB])([Bt] B [AB])

B [AB]

d’ou I’équation du second degrél]

[AB]' -[AB]([A,]+[B,]+Kd)+[A]B,]=0 (D)

2- Définissons la longueur d’onde d’émission de fluorescence au cours de la complexationl]

La longueur d’onde A est une fonction linéaire des concentrations de 1’espece libre A
et du complexe AB, d’ould
)“[At] = )\'A[A] + )‘AB[AB]
Comme: [A,]|=[A]+[AB]

1=[B]+[AB]

¢
[B.
I’équation devientd

(A= 2)[A]=[AB](Ay - 2,)
OldAA=A-A, et AA , =P,z — A,
Il en découleld
AB]

[
AM=ar_ L2 (2
[A]

3- Expression de la variation de longueur d’onde AA en fonction de la constante de

dissociation K [1

L’équation (1) peut s’écrire de la fagon suivantel]

[AB]" _[AB]

(AT [AT

([AJ+[B]+K,)+ [AJB]

AL [AB]

Ord

A)\'max [At ]

D’ou I’équation du second degré suivante qui décrit la relation entre les données

expérimentales (AMA) et la constante d’affinité]

LB R -

(Al [Ad) [A]
La solution a cette équation estl]
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Annexe « spectroscopie de fluorescence »

AL=AL,

[AJ+[B]eK -[AJe Bk -4[ATB] |
2[A,

]

Cette solution (4) de 1’équation (3) a été introduite et traitée dans un programme
d’ajustement de données par moindre carrés (Kaleidagraph-Abelbeck Software). Le
programme recherche les valeurs optimales de la constante de dissociation Kd et de I’effet
maximal AA_,, permettant le meilleur ajustement des variations AA, déterminées
expérimentalement, en fonction de la concentration de ligand B total ajouté.

Certaines mesures ont été réalisées loin de 1’équilibre car les interactions étudiées
étaient de forte affinité. La constante de dissociation obtenue est alors une valeur approchée.
Néanmoins, le programme parvient a trouver une solution cohérente a 1’équation (3) méme
pour ce type d’expérience. De plus, les expériences sont reproductives méme pour des

affinités fortes.

158



Séquences des protéines recombinantes






Séquences protéiques

His-C-SH3""Erésidus 455 4 516 de p67™"™

1
|

11 21 31
I I I

41 51
| |

1 MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MQLKKGSQVE ALFSYEATQP EDLEFQEGDI ILVLSKVNEE 60

61 WLEGECKGKV

GIFPKVFVED CAT

C-SH3*'Crésidus 455 a 516 de p67°"™

1
|

11 21 31
I I I

41 51
| |

1 GSHMQLKKGS QVEALFSYEA TQPEDLEFQE GDIILVLSKV NEEWLEGECK GKVGIFPKVF 6@

61 VEDCAT

His-SH3""Crésidus 174 i 228 de p40°™™™

1
|

11 21 31
I I I

41 51

1 MSGSHHHHHH SSGIEGRGRL IKHMRAEALF DFTGNSKLEL NFKAGDVIFL LSRINKDWLE 60

61 GTVRGATGIF

PLSFVKILK

SH3*Crésidus 174 a 228 de p40*"™

1
|
1 GRLIKHMRAE
61 LK

11 21 31
| | |
ALFDFTGNSK LELNFKAGDV IFLLSRINKD

His-p67-2SH3Crésidus 238 a 526 de p67™"™

1

|
1 MGSSHHHHHH
61 WATVMFNGQK
121 QKEEPKEVKL
181 RDSNELVPLS
241 KKGSQVEALF
301 TDLESTRREV

11 21 31

| | |
SSGLVPRGSH MRALEGEAHR VLFGFVPETK
GLVPCNYLEP VELRIHPQQQ PQEESSPQSD
SVPMPYTLKV HYKYTVVMKT QPGLPYSQVR
EDSMKDAWGQ VKNYCLTLWC ENTVGDQGFP
SYEATQPEDL EFQEGDIILV LSKVNEEWLE
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41 51
| |
WLEGTVRGAT GIFPLSFVKI 60

41 51

| |

EELQVMPGNI VFVLKKGNDN 60
IPAPPSSKAP GKPQLSPGQK 120
DMVSKKLELR LEHTKLSYRP 180
DEPKESEKAD ANNQTTEPQL 240
GECKGKVGIF PKVFVEDCAT 300



Séquences protéiques

His-p67-SH3NPB1Crésidus 238 & 428 de p67°"™

1 11 21 31 41 51
| | | | | |
1 MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MEAHRVLFGF VPETKEELQV MPGNIVFVLK KGNDNWATVM 60
61 FNGQKGLVPC NYLEPVELRI HPQQQPQEES SPQSDIPAPP SSKAPGKPQL SPGQKQKEEP 120
121 KEVKLSVPMP YTLKVHYKYT VVMKTQPGLP YSQVRDMVSK KLELRLEHTK LSYRPRDSNE 180
181 LVPLSEDSMK DAWGQVKNYC LTLWCEN

His-p40CterCrésidus 230 a 339 de p40°™™

1 11 21 31 41 51
| | | | | |
1 MSGSHHHHHH SGIEGRGRLI KHMEFPEEDD PTNWLRCYYY EDTISTIKDI AVEEDLSSTP 6@
61 LLKDLLELTR REFQREDIAL NYRDAEGDLV RLLSDEDVAL MVRQARGLPS QKRLFPWKLH 120
121 ITQKDNYRVY NTMP

p40-CterCrésidus 230 3 339 de p40™™™

1 11 21 31 41 51
| | | | | |
1 GRLIKHMEFP EEDDPTNWLR CYYYEDTIST IKDIAVEEDL SSTPLLKDLL ELTRREFQRE 60
61 DIALNYRDAE GDLVRLLSDE DVALMVRQAR GLPSQKRLFP WKLHITQKDN YRVYNTMP

His-PB1*"Crésidus 238 a 428 de p67™™

1 11 21 31 41 51
| | | | | |
1 MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MKLSVPMPYT LKVHYKYTVV MKTQPGLPYS QVRDMVSKKL 6@
61 ELRLEHTKLS YRPRDSNELV PLSEDSMKDA WGQVKNYCLT LWCEN

PB1°"Crésidus 238 a 428 de p67™"™

1 11 21 31 41 51
| | | | | |
1 GSHMKLSVPM PYTLKVHYKY TVVMKTQPGL PYSQVRDMVS KKLELRLEHT KLSYRPRDSN 60
61 ELVPLSEDSM KDAWGQVKNY CLTLWCEN
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Matériel & Méthodes






Matériel et méthodes

Amplification du fragment de gene d’intérét

La PCR est réalisée avec le mélange suivantlC]

1ML de matrice a 100Mg/mL

2,501L d’oligonucléotide 1 a 100M@g/mL

2,501L d’oligonucléotide 2 a 100M@g/mL

201L de dNTP a 10hM

10L de tampon de Pfu polymérase 10X (Stratagene)
201L de Pfu polymérase (Stratagene)

gsp 100L avec de I’eau filtrée

Le protocole d’amplification de I’ADN estl]
Dénaturation94°C, 1hin
Dénaturation[194°C, 45
25X

Hybridation59°C, 1Ghin
Elongation172°C, 2[thin

ElongationC72°C, 10Ghin
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Matériel et méthodes

Ligation de I’ADN et transformation des cellules compétentes

Le mélange de ligation est le suivant[]

1L de vecteur préalablement digéré

30L d’insert préalablement digéré

201L de tampon de dilution de I’ADN (kit Rapid DNA ligation, Roche)

401L d’eau stérile

100L de tampon de dilution de la T4 DNA ligase (kit Rapid DNA ligation, Roche)
1L de T4 DNA ligase (kit Rapid DNA ligation, Roche)

Le mélange est laissé 30 minutes a température ambiante

Transformation des cellules d’E. coli compétentesC]

1. 1501L de mélange de ligation sont ajoutés stérilement a SOL de cellules compétentes
le mélange est laissé 30hinutes dans la glace

un choc thermique est réalisé a 42°C pendant 90[Secondes

15001L de milieu riche LB sont ajoutés au mélange

le mélange est laissé a 37°C, a 220pm, pendant 1 heure

les cellules sont centrifugées puis reprises par 80[L de milieu LB

AL B

Le mélange est étalé sur boite LB+agar contenant de 1I’ampicilline a 100dg/mL
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Matériel et méthodes

Production des protéines recombinantes

. Ensemencement de SthL de milieu riche LB a 100Ghg/mL d’ampicilline avec une

colonie sur boite. La culture se fait sur la nuit a 37°C, 220bm.

. Ensemencement a 1% de 40 litre de milieu LB avec la préculture de nuitld37°C,

220Epm.

. A une DOy, de 0,6, les cellules sont induites par 0,5hM d’IPTG puis placées a

16°C, 220Epm.

. La production se réalise sur la nuit a 16°C, 2200pm.

. Centrifugation des cellules a 4°C.
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Matériel et méthodes

Gel SDS-PAGE a 17% d’acrylamide

Les gels SDS-PAGE signalés a 17% d’acrylamide dans le manuscrit ont été réalisés selon le
protocole de fabrication des gels a la tricine, gels performant pour séparer des protéines de

petite masse moléculaire. Les quantités données ci-dessous sont pour 1 gelld

gel de migration[]

2L de gel buffer

0,6hL de glycérol

3,4hL d’acrylamide 30%

20L de persulfate d’ammonium 10%
4L de TEMED

gel de concentration[]

62001L de gel buffer

1,56hL d’eau

32001L d’acrylamide 30%

200L de persulfate d’ammonium 10%
20lL de TEMED

100mhL de gel buffer correspondent all

36,3d de TRIZMA Base
3mhL de SDS 10%
pH ajusté a 8,5

Les protéines migrent dans du tampon LAEMMLI (Tris 2500hM, SDS 0,1% p/v, glycine
pHIR,3 2500hM), a 2200V, 60hA, pendant 1h45.
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Matériel et méthodes

Clonage de C-SH3"" dans le vecteur pET15b

1. Amplification du géne codant pour les résidus 455 a 516 de p67™ par PCR en
utilisant la construction p67-2SH3 de p67°"* humain comme matrice.
Les oligonucléotides suivants ont été utilisésC]
Oligonucléotide sensC]
5’-CGTCGACCATATGCAGCTTAAGAAAGGCAGCCAA-3
Oligonucléotide anti-sensC]

5’-GGTCGACGGATCCCTAAGTTGCGCAGTCTTCAACAAAAA-3’

La PCR est réalisée selon le protocole donné précédemment.

2. Analyse sur gel d’agarose 2% du fragment d’ADN amplifié

3. Purification du fragment de PCR avec le kit «BCR purification kitld de Qiagen.

4. Digestion du vecteur pET15b et de 200dL de mélange de PCR par les enzymes de
restriction NdeMlet BamHMI (Roche) pendant 3h40 a 37°C.

9

. Purification sur gel d’agarose du vecteur pET15b doublement digéré (kit de Qiagen).

=

Ligation du fragment de PCR dans le vecteur pET15b comme expliqué
précédemment.

7. Transformation dans la souche MCI1061 de E. coli selon le protocole donné

précédemment.
8. Amplification et purification de I’ADN plasmidique par Midiprep (kit Qiagen).
9. Vérification du clonage par séquencgage.

165



Matériel et méthodes

10.

1.

12.

13

15.
16.
17.

Expression et purification de C-SH3""

La production se réalise comme expliqué précédemment.

Reprise du culot bactérien par un tampon AC1500thM NaCl, 2000hM Hepes, pHO,5
contenant un cocktail complet d’anti-protéases sans EDTA (Roche).

Lyse des cellules par «[Hrench pressi.

Ultracentrifugation a 40000pm dans un rotor Beckman 45Ti, pendant 1 heure, a 4°C.
Injection du surnageant sur une colonne de nickel (10GhL) (Ni-NTA, Qiagen)
équilibrée en tampon A.

Lavage de la colonne par environ 1000hL de tampon 1500hM NaCl, 200hM
imidazole, 2000hM Hepes, pH,5 (4% de tampon A et 96% de tampon BCltampon B
1500hM NaCl, 5006hM imidazole, 200hM Hepes, pH,5).

Elution de la protéine par un gradient linéaire de 20 a 300thM d’imidazole (de 4 a
60% de tampon B) sur 900hL., a 1GhL/min.

Analyse des fractions sur gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide), avec, au préalable,
précipitation au TCAOO% pour certains échantillons.

Rassemblement des fractions contenant His-p67-SH3C (&, »50m 2E258,4M'.cm™) et
concentration sur cellule Biomax 50000Da (Millipore) au minimum jusqu’a 300L.
Clivage de I’étiquette poly-histidine par la thrombine (Sigma) a raison de 0,0250nité
d’enzyme pour 10ug de protéine. Réaction a 4°C sur la nuit.

Injection sur colonne de gel filtration Superdex 75 16/60 analytique (Pharmacia)
équilibrée en tampon CE150GhM NaCl, 2chM DTT, 206hM Hepes, pH,S.

Elution de C-SH3"* par le tampon C a 0,5EhL/min.

. Analyse sur gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide) des pics.
14.

Rassemblement des fractions contenant C-SH3" (g,.. »s0m 2E970MM'.cm™) et
concentration sur membrane 50000Da (Millipore).

Aliquots congelés dans 1’azote liquide et stockés a —20°C.

Vérification de la masse moléculaire par spectrométrie de masse MALDI.

Vérification de I’homogénéité de coupure par s€quengage N-terminal.
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Matériel et méthodes

A

=

0.

Clonage de SH3"" dans le vecteur pIVEX2.4

Amplification du geéne codant pour les résidus 174 a 228 de p40™ par PCR en
utilisant I’ADNc de p40”™™* comme matrice.

La PCR est réalisée selon le protocole donné précédemment.

Analyse sur gel d’agarose 2% du fragment d’ADN amplifié

Purification du fragment de PCR avec le kit «[BCR purification kit de Qiagen.
Clonage du fragment de PCR dans le vecteur pPCRscript Amp SK (Stratagene).
Digestion de pPCRscript contenant le fragment de PCR et du vecteur pIVEX2.4
(Roche) par les enzymes de restriction Ndel et Xhol.

Purification de I’insert sur gel d’agarose.

Ligation du fragment de PCR dans le vecteur pIVEX2.4 comme expliqué
précédemment.

Transformation dans la souche MCI1061 de E. coli selon le protocole donné
précédemment.

Amplification et purification de I’ADN plasmidique par Midiprep (kit Qiagen).

10. Vérification du clonage par séquencgage.
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Matériel et méthodes

10.

1.

12.
13.
14.

15.
16.

Expression et purification de SH3**

La production se réalise comme expliqué précédemment.

Reprise du culot par un tampon AE4000hM NaCl, 40thM imidazole, 5% glycérol,
200hM Hepes, pH,S.

Lyse des cellules par sonicationC] 1 minute a 40% d’amplitude, pulsation de 2
secondes avec pause de 10 secondesCltemps total de 11 minutes.

Ultracentrifugation a 40000pm dans un rotor Beckman 70Ti, pendant 40thinutes, a
4°C.

Injection du surnageant sur une colonne de nickel (10GhL) (Probond, Invitrogen)
équilibrée en tampon 4000hM NaCl, 40thM imidazole, 2000hM Hepes, pHI3,5.
Lavage de la colonne par environ 1000hL de tampon 4000hM NaCl, 400hM
imidazole, 20hM Hepes, pH,5.

Elution de la protéine par un gradient linéaire de 40 a 300thM d’imidazole sur 50hL,
a 2mL/min.

Analyse des fractions sur gel SDS-PAGE (15% d’acrylamide).

Rassemblement des fractions contenant His-p40-SH3 (&, 250m,2E690M '.cm™) et
concentration sur cellule Diaflo avec membrane YM3 (Millipore).

Clivage de I’étiquette poly-histidine par le facteur Xa (Novagen) a raison de 0,024
unité d’enzyme pour 10ug de protéine. Réaction a 4°C, sur la nuit, en présence de
2,5hM CaCl,.

Injection sur colonne de gel filtration Superdex 75 16/60 analytique (Pharmacia)
équilibrée en tampon CE1500hM NacCl, 20thM Hepes, pHO,S5.

Elution de p40-SH3 (£, 50m,2E690 '.cm™) par le tampon C a 1GhL/mL.

Analyse sur gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide) des pics.

Rassemblement des fractions contenant p67-SH3C et concentration sur membrane
30000ba (Millipore).

Aliquots congelés dans 1’azote liquide et stockés a —20°C.

Vérification de la masse moléculaire par spectrométrie de masse MALDI.
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Matériel et méthodes

Clonage de p67-2SH3 dans le vecteur pET15b

1. Amplification du géne codant pour les résidus 238 a 526 de p67™ par PCR en
utilisant comme matrice le vecteur pBluebac comportant I’ ADNc de p67°"* humain.
Les oligonucléotides suivants ont été utilisésC]
Oligonucléotide sensC]
5’-TGGTACCGGATATCCATATGAGGGCTCTGGAAGGGGAGG-3’
Oligonucléotide anti-sensC]

5’-AGGCCTAGATCTGTCGACCTAGACTTCTCTCCGAGTGCT-3’

La PCR est réalisée selon le protocole donné précédemment.

2. Analyse sur gel d’agarose 1% du fragment d’ADN amplifié

3. Purification du fragment de PCR avec le kit «MCR purification kitld de Qiagen.

4. Digestion de 2001L du mélange de PCR par les enzymes de restriction Ndellet BglI
(Roche).

5. Digestion par Ndelllet BamHM puis purification sur gel d’agarose du vecteur pET15b
(kit de Qiagen).
6. Ligation du fragment de PCR dans le vecteur pETI5b comme expliqué

précédemment.

7. Transformation dans la souche MCI1061 de E. coli selon le protocole donné
précédemment.

8. Amplification et purification de I’ADN plasmidique par Midiprep (kit Qiagen).

9. Vérification du clonage par séquencgage.

10. Puis une nouvelle transformation est réalisée dans la souche IM109 d’Escherichia coli

pour la production de la protéine
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Matériel et méthodes

10.

1.
12.

13.
14.

Expression et purification de p67-2SH3

La production se réalise comme expliqué précédemment.

Reprise du culot par un tampon ACI1000hM NaCl, 50ithM Hepes, pH[,5 contenant
un cocktail complet d’anti-protéases sans EDTA (Roche) et de la pepstatine
(0.7ug/mL dilué dans du méthanol).

Lyse des cellules par sonication.

Ultracentrifugation a 40000pm dans un rotor Beckman 45Ti, pendant 1 heure, a 4°C.
Injection du surnageant sur une colonne de nickel (10GhL) (Ni-NTA, Qiagen)
équilibrée par trois volumes de colonne de tampon A.

Lavage de la colonne par environ 1000hL de tampon 300hM NaCl, 60hM imidazole,
500hM Hepes, pH,5 (88% de tampon B et 12% de tampon CEltampon BE300hM
NaCl, 500hM Hepes, pHO,5C tampon CE30hM NaCl, 500hM imidazole, SOGhM
Hepes, pH,5).

Elution de la protéine par un gradient linéaire de 60 a S00thM d’imidazole (de 12 a
100% de tampon C) sur 70hL, a 1GhL/min.

Analyse sur gel SDS-PAGE (12% d’acrylamide) des fractions rassemblées qui
composent le pic de DOy, lors du gradient d’imidazole.

Injection sur colonne échangeuse d’anions UNOQI1 (BioRad) équilibrée avec 100hM
NaCl, 50hM Hepes, pHIQ,5.

Lavage de la colonne par 100hL de tampon d’équilibration puis élution de His-p67-
2SH3 par un gradient de 30 a 200thM NaCl.

Analyse sur gel SDS-PAGE (12% d’acrylamide) des pics.

Rassemblement des fractions contenant His-p67-2SH3 (&, 250m234985,5M '.cm™)
et concentration sur membrane 50000Da (Millipore).

Aliquots congelés dans 1’azote liquide et stockés a —20°C.

Vérification de la masse moléculaire par spectrométrie de masse electrospray.
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Matériel et méthodes

Clonage de p67-SH3NPBI1 dans le vecteur pET15b

1. Amplification du géne codant pour les résidus 238 a 428 de p67™ par PCR en
utilisant comme matrice le vecteur pBluebac comportant I’ ADNc de p67°"* humain.
Les oligonucléotides suivants ont été utilisésC]
Oligonucléotide sensC]
5’-TGGTACCGGATATCCATATGGAGGCTCACCGTGTGCTATTT-3’
Oligonucléotide anti-sensC]

5’-AGGCCTAGATCTGTCGACCTAGTTCTCACACCACAGAGTCAG-3’

La PCR est réalisée selon le protocole donné précédemment.

2. Analyse sur gel d’agarose 2% du fragment d’ADN amplifié
3. Purification du fragment de PCR avec le kit «BCR purification de Qiagen.
4. Ligation du fragment de PCR dans le vecteur commercial intermédiaire pCR4Blunt-

TOPO (Invitrogen) qui permet de s’affranchir de la digestion du fragment d’ADN
amplifié.
5. Transformation dans les cellules compétentes commerciales One Shot d’Escherichia

coli (choc thermique a 42°C).

=

Amplification et purification de I’ADN plasmidique par Miniprep (kit Qiagen).
L’ADN est repris par 5001L de tampon EB.
7. Vérification de la présence de l'insert en digérant 200L de la miniprep (ADN

plasmidique) par les enzymes Nde[llet BgIl.

o0

. Digestion de I’ADN plasmidique pCR4Blunt-TOPO contenant I’insert par Ndell et
Bgl (200dL de la miniprep) pour extraire I’insert.

9. Purification de I’insert avec le kit «@uick Gel Extractioni de Qiagen.

10. Digestion du vecteur pET15b par les enzymes de restriction Ndellet BamHII (Roche).
11. Purification sur gel d’agarose du vecteur pET15b doublement digéré (kit de Qiagen).
12. Ligation du fragment d’intérét dans le vecteur pETI15b comme expliqué

précédemment.
13. Vérification de la présence de I'insert en digérant I’ADN plasmidique amplifié et

purifié par BamHMI (site unique de I'insert) et HindII (site unique du vecteur).
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Matériel et méthodes

14. Transformation dans la souche MCI1061 de E. coli selon le protocole donné
précédemment.

15. Amplification et purification de I’ADN plasmidique par Midiprep (kit Qiagen).

16. Vérification du clonage par séquencgage.

17. Puis une nouvelle transformation est réalisée dans la souche IM109 d’Escherichia coli

pour la production de la protéine (protocole donné précédemment).
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Matériel et méthodes

10.

1.
12.

13.
14.

Expression et purification de p67-SH3NPB1

La production se réalise comme expliqué précédemment.

Reprise du culot par un tampon] 1000hM NaCl, 50thM Hepes, pH,5 contenant un
cocktail complet d’anti-protéases sans EDTA (Roche) et de la pepstatine (0.7ug/mL
dilué dans du méthanol).

Lyse des cellules par «[Hrench pressi.

Ultracentrifugation a 40000pm dans un rotor Beckman 45Ti, pendant 1 heure, a 4°C.
Injection du surnageant sur une colonne de nickel (10GhL) (Ni-NTA, Qiagen)
équilibrée par trois volumes de colonne de tampon de lyse.

Lavage de la colonne par environ 100hL de tampon 300hM NaCl, S000hM Hepes,
pHO,S (=hmpon A).

Elution de la protéine par un gradient linéaire de 0 a 300thM d’imidazole (de 0 a 60%
de tampon BE300hM NaCl, S00hM Imidazole, 500hM Hepes, pH,5) sur 70GhL, a
10hL/min.

Analyse sur gel SDS-PAGE (12% d’acrylamide) des fractions correspondant aux pics.
Rassemblement des fractions contenant His-p67-SH3NPB1 et concentration sur
centriprep 10{Da (Millipore).

Injection sur colonne gel filtration Superdex 200 Hiload 16/60 (Pharmacia) équilibrée
en 300hM NaCl, 50hM Hepes, pHI.5.

Analyse sur gel SDS-PAGE (12% d’acrylamide) des pics.

Rassemblement des fractions contenant His-p67-SH3NPB1 (&, 250m,=23539 M"'.cm™)
et concentration sur membrane 50000Da (Millipore).

Aliquots congelés dans 1’azote liquide et stockés a —20°C.

Vérification de la masse moléculaire par spectrométrie de masse electrospray.
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Matériel et méthodes

Clonage de p40-Cter dans le vecteur piVEX2.4b

1. Amplification du géne codant pour les résidus 230 a 339 de p40™ par PCR en
utilisant comme matrice I’ADNc de p40°" humain.
La PCR est réalisée selon le protocole donné précédemment.

2. Analyse sur gel d’agarose 1% du fragment d’ADN amplifié

3. Purification du fragment de PCR avec le kit «BCR purification kitld de Qiagen.

4. Ligation du fragment de PCR dans le vecteur pIVEX2.4 comme expliqué
précédemment.

5. Transformation dans la souche MCI1061 de E. coli selon le protocole donné
précédemment.

6. Amplification et purification de I’ADN plasmidique par Midiprep (kit Qiagen).

7. Vérification du clonage par séquencgage.

8. Puis une nouvelle transformation est réalisée dans la souche C41(DE3) d’Escherichia

coli pour la production de la protéine (selon le protocole donné précédemment).
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Matériel et méthodes

N

AN

10.
1.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

Expression et purification de p40-Cter

La production se réalise comme expliqué précédemment.

Reprise du culot par un tamponC1500hM NaCl, 50thM Hepes, pH,5 contenant un
cocktail complet d’anti-protéases sans EDTA (Roche).

Lyse des cellules par «[Hrench pressi.

Ajout d’une pointe spatule de DNAse[120 minutes dans la glace

Ultracentrifugation a 40000pm dans un rotor Beckman 45Ti, pendant 1 heure, a 4°C.
Injection du surnageant sur une colonne de nickel (10GhL) (Ni-NTA, Qiagen)
équilibrée avec le tampon de lyse.

Lavage de la colonne par environ 100hL de tampon 150hM NaCl, 50hM Hepes,
pHO,5 (=hmpon A).

Elution de la protéine par un gradient linéaire de 100hL de 0 a 300hM d’imidazole
(de 0 a 100% de tampon BOI 150hM NaCl, 300hM Imidazole, SOGhM Hepes,
pHO,5), a 1GhL/min.

Analyse sur gel SDS-PAGE (15% d’acrylamide) des fractions correspondant aux pics.
Rassemblement des fractions contenant His-p40-Cter (€, 1z0m, 29060 ".cm™).
Dilution de 1’échantillon pour que les concentrations en NaCl et imidazole soient
inférieures a 250hM, concentrations qui inhibent I’activité du facteur Xa.

Clivage de 1’étiquette poly-histidine de His-p40-Cter par 0,1 unité de facteur Xa
(Novagen) pour 25ug de protéine. La coupure se fait sur la nuit a 4°C et avec
agitation.

Vérification de la coupure de 1’étiquette poly-histidine de p40-Cter sur gel SDS-PAGE
a 17% d’acrylamide.

Concentration de p40-Cter sur cellule Diaflo avec une membrane possédant un seuil
de coupure de 10Da (Millipore).

Injection sur colonne gel filtration Superdex 75 Hiload 16/60 (Pharmacia) équilibrée
en 300hM NaCl, 50hM Hepes, pHI.5.

Analyse sur gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide) des pics.

Rassemblement des fractions contenant p40-Cter (£,., 150m, 209060 ".cm™) et
concentration sur membrane 10Da (Millipore).

Aliquots congelés dans 1’azote liquide et stockés a —20°C.

Vérification de la masse moléculaire par spectrométrie de masse electrospray.
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Formation et purification du complexe His-p67-SH3NPB1/p40-Cter

1. Formation du complexe p40-Cter/His-p67-SH3NPB1 dans un rapport 2:1, soit
1,08 mol de p40-Cter et 0,540dmol de His-p67-SH3NPBI1. Le volume du mélange est
de 1,50hL.

2. Injection du mélange sur colonne gel filtration Superdex 200 Hiload 16/60
(Pharmacia) équilibrée en 10000hM NaCl, 50ichM Hepes, 20hM DTT, pHIS.

3. Analyse sur gel SDS-PAGE 15% des fractions correspondant au pic de DOy,
obtenu.

4. Rassemblement des fractions contenant le complexe et concentration sur membrane de
10MDa (Millipore).

5. Aliquots congelés dans I’azote liquide et stockés a —20°C.

6. La stoechiométrie du complexe formé entre p40-Cter et His-p67-SH3NPB1 est

déterminée par une analyse en acides aminés.
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Clonage de PB1*? dans le vecteur pET15b

1. Amplification du géne codant pour les résidus 238 a 428 de p67™ par PCR en
utilisant comme matrice le vecteur pBluebac comportant I’ ADNc de p67°"* humain.
Les oligonucléotides suivants ont été utilisésC]
Oligonucléotide sensC]
5’-TGGTACCGGATATCCATATGAAGCTCAGTGTTCCCATGCCC -3’
Oligonucléotide anti-sensC]

5’-AGGCCTAGATCTGTCGACCTAGTTCTCACACCACAGAGTCAG -3’

La PCR est réalisée selon le protocole donné précédemment.

2. Analyse sur gel d’agarose 2% du fragment d’ADN amplifié
3. Purification du fragment de PCR avec le kit «CR purificationi de Qiagen.
4. Ligation du fragment de PCR dans le vecteur commercial intermédiaire pCR4Blunt-

TOPO (Invitrogen) qui permet de s’affranchir de la digestion du fragment d’ADN
amplifié.
5. Transformation dans les cellules compétentes commerciales One Shot d’Escherichia

coli (choc thermique a 42°C).

=

Amplification et purification de I’ADN plasmidique par Miniprep (kit Qiagen).
L’ADN plasmidique est é€lué avec SO0LL de tampon EB.

7. Vérification de la présence de I’insert par digestion de 2[HL de miniprep (ADN
plasmidique) par les enzymes Nde[llet BgIl.

o0

. Digestion de I’ADN plasmidique pCR4Blunt-TOPO contenant I’insert par Ndell et
Bgl (200dL de miniprep) pour extraire I’insert.

9. Purification de I’insert avec le kit «@uick Gel Extractioni de Qiagen.

10. Digestion du vecteur pET15b par les enzymes de restriction Ndellet BamHII (Roche).

11. Purification sur gel d’agarose du vecteur pET15b doublement digéré (kit de Qiagen).

12. Ligation du fragment d’intérét dans le vecteur pETI15b comme expliqué
précédemment.

13. Vérification de la présence de I'insert en digérant I’ADN plasmidique amplifié et
purifié par Small(site unique de 1’insert) et EcoROI(site unique du vecteur).

14. Transformation dans la souche MCI1061 de E. coli selon le protocole donné

précédemment.
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15.
16.

17.
18.

Amplification et purification de I’ADN plasmidique par Midiprep (kit Qiagen).

Vérification du clonage par séquencgagelil y a une délétion d’un nucléotide qui décale

la phase de lecture.

Pour remédier a cette mutation, nous avons fait de la mutagenese dirigée sur le

plasmide pET15b contenant I’insert, avec 1’oligonucléotide suivantC]

5’- TGACTCTGTGGTGTGAIGAACTAGGTCGACGGATCCGGCTGCTA-3’
correction de la mutation

Nous avons suivi le protocole du kit de mutagenese dirigée de Stratagene.

La mutagenese est vérifiée par coupure avec I’enzyme Sall dont le site est introduit par

I’oligonucléotide de mutagenese.

Nouvelle vérification du clonage par séquencgage.

Puis une nouvelle transformation dans la souche C41(DE3) d’Escherichia coli pour la

production de la protéine (selon le protocole donné précédemment).
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N

AN

10.

1.

12.
13.

14.
15.
16.

Expression et purification de PB1*"

La production se réalise comme expliqué précédemment.

Reprise du culot par un tampon de lyseld 100hM NaCl, 50thM Hepes, pHO,5
contenant un cocktail complet d’anti-protéases sans EDTA (Roche).

Lyse des cellules par «[Hrench pressi.

Ajout d’une pointe spatule de DNAse[120 minutes dans la glace

Ultracentrifugation a 40000pm dans un rotor Beckman 45Ti, pendant 1 heure, a 4°C.
Injection du surnageant sur une colonne de nickel (10GhL) (Ni-NTA, Qiagen)
équilibrée avec le tampon de lyse.

Lavage de la colonne par environ 100hL de tampon 100hM NaCl, 50hM Hepes,
pHO,5 (=hmpon A).

Elution de la protéine par un gradient linéaire de 100hL de 0 a 350thM d’imidazole
(de 0 a 70% de tampon BO 100hM NaCl, 500@hM Imidazole, S0hM Hepes,
pHO,5), a 1GhL/min.

Analyse sur gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide) des fractions correspondant aux pics.
Rassemblement des fractions contenant His-PB 17"’ et concentration sur membrane de
SDa (Millipore).

Injection sur colonne gel filtration Superdex 75 Hiload 16/60 (Pharmacia) équilibrée
en 100hM NaCl, 26hM DTT, 50hM Hepes, pHI.S.

Analyse sur gel SDS-PAGE (17% d’acrylamide) des pics.

Rassemblement des fractions contenant His-PB1*”’ et concentration sur membrane
SDa (Millipore).

Aliquots congelés dans 1’azote liquide et stockés a —20°C.

Vérification de la masse moléculaire par spectrométrie de masse electrospray.

Pour les essais de cristallisation de PB1*" par le robot (Tecan), 1’étiquette poly-
histidine a été clivée en fin de purificationd0,025 unité de thrombine (Sigma) est
utilisée pour 100dg de protéine. La réaction se fait sur la nuit, a 4°C et sous agitation.
Puis, le mélange de réaction est injecté sur colonne gel filtration Superdex 200 Hiload
16/60 (Pharmacia) équilibrée en 1000hM NaCl, 26Gh6M DTT, 5S0hM Hepes, pH7,5.
Les fractions sont testées sur gel SDS-PAGE puis concentrées. La masse moléculaire

est vérifiée par spectrométrie de masse electrospray.
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Cristallogenese

Les essais manuels de cristallogenese sont réalisés en utilisant le principe de la diffusion
en phase vapeur avec la technique de la goutte suspendue dans des boites 24 puits. Le plus
souvent, les gouttes sont composées de 201L de solution protéique plus 201L de réservoir.

Les boites sont ensuite stockées a 20°C ou a 8°C.

Les essais de cristallisation par le robot Tecan, disponible a I’institut, utilisent le principe
de la diffusion en phase vapeur mais avec la technique de la goutte assise. Les gouttes
sont réalisées sur des plaques de 96 puits et sont composées de 1L de solution protéique

+ 10L de réservoir. Les boites sont ensuite stockées a 20°C.
Les solutions commerciales de cristallisation utilisées sont de la marque Hampton. Les

kits et la composition des différentes conditions sont disponibles sur le site internet de

Hampton[Clhttp://www.hamptonresearch.com.
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Protéolyse ménagée par la trypsine

Le rapport massique M = L
protéine 60

La trypsine est a 0,1hg/mL dans 30ithM NacCl, 50ithM Hepes, pH7,5.
Environ 560lg de PB1°” et 4200g de p40-Cter sont digérés. A tI@M, 15Ghin, 30Ghin et
60Mhin, 60lg de protéines sont prélevés (soit 1,40L de mélange de réaction pour PB1°% et

2,40L de mélange de réaction pour p40-Cter).
Les échantillons migrent ensuite sur gel SDS-PAGE a 17% d’acrylamide.

Puis les protéines séparées sur gel SDS-PAGE migrent sur membrane PVDF. La
migration se fait dans un tampon 50% méthanol, 50% CAPS 100hM, pH11 (=fhmpon de
transfert), sur la nuit, a 4°C (V=15 volt et I=100hA).

Avant transferttl * les membranes de PVDF sont plongées dans

- le méthanol (5Skc)
- le tampon de transfert (30hin)

* les 2 tampons mousse, les 2 papiers filtres et le gel sont mis 30hin
dans le tampon de transfert.
Le schéma de montage est le suivant de la cathode a I’anodel]

- 1 tampon mousse

- 1 filtre papier

- le gel

- la membrane de PVDF
- le filtre papier

- le tampon mousse

Apres transfert, les mebranes PVDF sont plongées dansCl

- ’eau distillée (ringage)

- le méthanol pur (1hin)

- le colorant (0,1% de bleu de coomassie R, 40% de méthanol et
1% d’acide acétique) (1hon)

- le décolorant (méthanol 50%) (1 a Skthin)

- ’eau (ringage abondant)

Les membranes PVDF sont séchées.
Les bandes sont ensuite découpées et la séquence des protéines est déterminée par

séquencage N-terminal.
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Production de protéines marquées “N et/ou *C

1. Préculture en milieu riche LB (50@hL) (contenant 100Ghg/mL d’ampicilline)
ensemencée a partir d’une colonie ou d’un stock glycérol 20%. La nuit a 37°C, 220
rpm.

2. Préparation du milieu pauvre M9 pour marquer les protéines en °N et/ou en “CLI

Pour 1 litre de cultured Na,HPO,, 7H,0C110g
KH,PO,[3¢g
NaClr10,5g
“NH,CId1g
- A compléter a 1 litre et ajuster le pH a 7,2

- Le milieu est autoclavé.
- Apres autoclave, un mélange ci-dessous doit étre ajouté pour 1litre de milieu M9

glucose marqué "°C ou nond2g
MgSO,A16hL a 1M
CaCl,0,16hL a 1M
ThiamineCI2hL a 1Ghg/mL
Ampicilline[ 1L a 100Ghg/mL
Ce mélange est dilué avec 30hL d’eau environ, puis filtré a 0,20dm. Il est ajouté

stérilement au litre de milieu M9 autoclavé.

3. Préculture en milieu MOCI
Prélever 40hL du litre de milieu M9. Les ensemencer avec 4000L de préculture LB
et laisser a 37°C, sur la nuit, 220bm.

4. Culture en milieu M9
Ensemencer le litre de milieu M9 avec la préculture M9 entiere. Laisser a 37°C,
220pm jusqu’a une DO, de 0,6. Puis induire les cellules avec 0,5hM d’IPTG et
placer la culture sur la nuit a 16°C.

5. La purification des protéines est réalisée avec les mémes protocoles que ceux utilisés

pour la protéine non marquée.
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Formation du complexe PB1°¥/p40-CterZdétermination de la stoechiométrie

I- Une colonne gel filtration Superdex 75 analytique (24thL) est étalonnée avec un
mélange de protéines de masse moléculaire connueld

1hg de Bleu dextranC12000MDa —» détermination du volume mort (V)
2lthg de BSA (Bovin Serum Albumin)E68MDa
2lthg de Déoxyribonucléase 31MDa
300dL de solution de Cytochrome c2[114[MDa
1hg de FAD (Flavin Adénine Dinucléotide)E1829,50Da —® détermination du
volume total (V,)
L’ensemble des protéines est dissout dans un volume total de 250L de tampon 100GhM
NaCl, 50hM Hepes, pHIQ,5.
Le mélange est injecté sur la colonne équilibré par 2 volumes de colonne de tampon 100 mM
NacCl, 50 mM Hepes, pH 7,5.
Pour chaque protéine, le volume d’élution V. est mesuré et le K, est calculéd
KavBmve_VO)/(Vt_VO)

La courbe d’étalonnage log (masse moléculaire) en fonction du K,, est tracée.

2- Un échantillon de chaque protéine (1500L de PB1*" 2 145M et 220@L de p40-Cter
a 3500M) et un mélange PB1*"/p40-Cter formé dans les proportions 1,501 (100m@L de p40-
Cter a 3500M et 400L a 1,30hM) sont injectés sur colonne gel filtration Superdex 75
analytique (Pharmacia) équilibrée avec un tampon 1000hM NaCl, 50ichM Hepes, pH7,5.
Le volume d’€lution est mesuré pour chaque protéine seule et en complexe.

Les K,, sont calculés et la masse moléculaire correspondante en est déduite.

3- Un échantillon (~O0lg) des fractions correspondant au pic de DO g, €st déposé sur

gel SDS-PAGE 17% d’acrylamide.
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Préparation des échantillons protéiques pour les expériences RMN

Préparation des échantillons de PB1*% ;
La protéine p67-PB1 est en solution dans un tampon 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 50 mM

Hepes, pH 7,5 suite a la purification décrite précédemment.

Les tubes RMN de PB1°¥ marqué "N ou “"N/"C contiennent[]

42001L d’échantillon protéique

300L de D,O
Le tube est mis sous argon, pour éviter I’oxydation de la protéine, puis il est scellé a la
flamme.
La concentration finale en protéine est de 1,20hM pour "N-PB1* et 1,1hM pour "N/"C-
PB1?".

Préparations des échantillons de p40-CterCl

La protéine p40-Cter est en solution dans un tampon 30 mM NaCl, 2 mM DTT, 50 mM
Hepes, pH 7,5, suite a la purification décrite précédemment.

Etant donnée I’instabilité¢ de p40-Cter en solution, la protéine est concentrée au maximum a
5 mg/mL soit 350 uM. Les échantillons doivent également étre repréparés souvent (toutes les
48h), ce qui consomme beaucoup de protéine. Pour limiter la consommation trop rapide des
stocks de p40-Cter, les tubes RMN utilisés sont des tubes SHIGEMI qui permettent d’utiliser
des volumes plus petits (300 uL).

Les tubes RMN SHIGEMI de p40-Cter marqué "N ou ’N/"C contiennent :
30001L d’échantillon protéique
300L de D,O

La concentration finale de "N-p40-Cter ou °N/"*C-p40-Cter est au maximum de 3500 M.

Préparation des complexes PB1°*/p40-CterZlétude RMN

7 marqué “N/"C et

Pour I’étude des domaines PB1 en complexe, les mélanges entre PB1
p40-Cter non marqué et vice versa ont été formés dans les proportions 1C1,2. Les mélanges

sont préparés dans un tampon contenant entre 30 et 100hM NaCl, 500hM Hepes, pH7,5.
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Les tubes RMN des complexes contiennent[]
42001L d’échantillon protéique
30L de D,O
Le tube est scellé a la flamme.
La concentration finale de la protéine marquée dans le complexe est de 200 a 3000AM pour les

deux complexes.
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Echanges H/D

Un échantillon de protéines PB17* et p40-Cter marquées "N, en solution dans leur
tampon respectif, sont lyophilisés sur la nuit.

Les protéines sont ensuite remises en solution dans du D,0 a 99%.

N- PB1°" est 2 une concentration finale de 130[M

N-p40-Cter est a une concentration finale de 220[M

Les échantillons sont ensuite placés immédiatement dans le spectrometre Varian
INOVA 600, a 25°C.

Un spectre 2D-HSQC ('H, “N) est réalisé a tI2M, t=ME0 minutes et t234 heures.
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Enregistrement des spectres RMN pour ’attribution

Toutes les expériences RMN ont été enregistrées sur spectrometre Varian INOVA 600 et
INOVA 800. Ces deux appareils sont équipés d’une sonde triple résonance 'H, “N, “C.

Les expériences sont réalisées a température fixe =[A5°C.

Le traitement des données et le « pic picking » sont réalisés en utilisant le programme Felix

version 2000 (Accelrys).
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Mobilité du squelette de PB1°

Les expériences {'H}-"’N NOE ont été enregistrées sur le spectrometre INOVA 600, a 25°C.
La protéine PB17*’ seule, marquée "N/"C, est a ~M,50hM.

Le complexe est formé avec la protéine p40-Cter non marquée avec un rapport molaire
PB1*/p40-Cter20/1,2. La protéine 15N/13C est alors concentrée a ~[,2hM.

Les expériences ont été doublées.
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RESUME

Lors de la phagocytose d’un micro-organisme, le complexe de la NADPH Oxydase
des neutrophiles est activé. Il permet alors la production d’especes réactives de 1’oxygene qui
contribuent a la destruction du pathogene. Ce complexe est constitué de facteurs cytosoliques
(p67°", p40P"*, pd7™), d’une petite protéine G Rac et du flavocytochrome bssg
membranaire, lui-méme composé de p22™* et gp91°"*. Des mutations dans les genes codant
pour certaines de ces protéines conduisent a une maladie génétique rare mais graveldla
granulomatose septique chronique (CGD).

Au sein du complexe ternaire formé par les facteurs cytosoliques, il existe des
interactions de type domaine SH3/motif polyproline et une interaction entre domaines PB1.
Par Résonance Magnétique Nucléaire, nous avons caractérisé d’un point de vue structural
interaction entre les domaines PB1 de p67™ et p40”**. Nous avons également étudié les
conséquences de 1’activation sur les interactions entre le motif polyproline C-terminal de
p47""* et ses domaines SH3 partenaires. Ainsi, nous avons combiné 1’analyse des structures
des domaines SH3 de p40™* et SH3 C-terminal de p67*"*, en complexe avec le polyproline
C-terminal de p47™, avec nos mesures d’affinité entre ces partenaires a différents stades de
I’activation. Ces données ont été obtenues par fluorescence intrinseque du tryptophane présent
au sein des domaines SH3.

Mots-clefs: complexe de la NADPH Oxydase, CGD, protéines modulaires, RMN, domaine
PB1, interaction SH3/polyproline, activation, fluorescence intrinseque du tryptophane.

SUMMARY

During phagocytose of a micro-organism, the NADPH Oxidase complex of
neutrophiles is activated. Reactive oxygen species are then produced and contribute to
pathogen destruction. This complex comprises cytosolic factors (p67™, p40™™™, p47**), a
small G protein Rac and a flavocytochrome bss; composed of p22™* and gp91°"**. Mutations
within the genes encoding some of these proteins lead to a rare but serious disease termed
chronic granulomatous disease (CGD).

The formation of the ternary complex constituted by the cytosolic factors implies
several SH3 domain/polyproline interactions and also an interaction PB1 domain interaction.
We structurally characterized by Nuclear Magnetic Resonance the interaction between PB1
domains of p67*"* and p40”™>*. We also studied the consequences of activation on the
interactions involving p47"™* C-terminal polyproline motif and its SH3 domain partners.
Thus, we combined the analysis of the structures of p40”* SH3 domain and p67°™"
C-terminal SH3 domain, in complex with p47""* C-terminal polyproline, with our affinity
measures between these partners at various stages of activation. These data were obtained by
intrinsic fluorescence of tryptophan present within SH3 domains.

Keywordsl NADPH Oxidase complex, CGD, modular proteins, NMR, PB1 domain,
SH3/polyproline interaction, activation, intrinsic fluorescence of tryptophan.





