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GLOSSAIRE

ADH : Alcool déshydrogénase

AF-2 : Fonction d’activation 2

AfAlaDH : Alanine déshydrogénase Archaeoglobus fulgidus

ALDH : aldéhyde déshydrogénase

ARE : Elément de Réponse a I’Androgene

ARs : récepteurs aux androgenes

CRABP : Cellular RA-Binding Protein

CRBP : Cellular Retinal-Binding Protein

CRYMs ou CRYM : ce terme désigne, dans le présent manuscrit, les protéines CRYM murine

et humaine

CTBP : Cytosolic-3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3)-Binding Protein

D : thyroxine-5’-désiodase ou désiodase

DBD : DNA-Binding Domain ou domaine C

Dbndd1 : annotation gene codant la protéine DYSBINDIN1

DCLK3 : Double-Cortine Like Kinase 3

DHT : DiHydroTestosterone

DO : Densité Optique

Ds : désiodinases

DTBP1 : annotation de la protéine DYSBINDIN1

DTT : Dithiothreitol

Dysbindinl : Dystrobrévine Binding Protein 1 (annotation protéine DTBP1, annotation géne

Dbndd1)

ESI-MS : ElectroSpray lonisation-Mass Spectrometry de Masse

FPLC : Fast Protein Liquid Chromatography

GABA : acide gamma-aminobutyrique

GP : Globus pallidus ou pallidum

GPe : Globus pallidus externe

GPi : Globus pallidus interne

GST: Gutathion-S-Transférase

hCRYM : protéine CRYM humaine

IBS : Institut de Biologie Structurale

IPTG : Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

ITC : Isothermal Titration Calorimetry

ITC : Isothermal Titration Calorimetry

KH,PO,: phosphate de potassium acide

LBD : Ligand-Binding Domain ou domaine E

LIC : Ligation Independent Cloning

LRRK2 : Leucine-Rich Repeat serine/threonine-protein Kinase 2

MALDI-TOF MS: Matrix Assisted Laser Desorption lonisation-Time-Of-Flight mass
spectrometry Mass- Spectrometry

MCRYM : protéine CRYM murine

MH : maladie d’Hunitngton

MP : maladie de Parkinson

MPTP : 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine



GLOSSAIRE

NAD(H) : ce terme désigne, dans le présent manuscrit, la forme réduite NADH ou la forme
oxydée NAD*

NAD" : Nicotinamide adénine dinucléotide, forme oxydée

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide, forme réduite

NADP(H) : ce terme désigne, dans le présent manuscrit, la forme réduite NADPH ou la forme
oxydée NADP”

NADP" : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme oxydée

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme réduite

NaSCN : thiocyanate de sodium

NMDA : N-methyl-D-aspartate

NTA : nitriloacetic acid

Pdb : Protein Data Bank

PEG : polyethylene glycol

PM : Poids Moléculaires

PMSF : Phenyl Methane Sulfonyl Fluoride

PpOCD : Ornithine Cyclodésaminase de Pseudomonas putida

PVDF : PolyVinylidine DiFluoride

gRT-PCR : quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

RA : acide rétinoique

RARs : les récepteurs a I'acide rétinoique

RBP : Retinol-Binding Protein ;

RMN-1D : Résonance Magnétique Nucléaire 1 dimension

RMSD : Root Mean Square Deviation, écart quadratique moyen

RXR : Retinoid X receptors, récepteurs des rétinoides

SAGE : Serial Analysis of Gene Expression

SBMA : Spinal and Bulbar Muscular Atrophy

SN : substance noire

STN : noyau sous-thalamique

T3:3,5,3'-triiodo-L-thyronine

THBP : Thyroid Hormone-Binding Protein

THs : hormones thyroidiennes

TR : récepteur thyroidien,

TRH : Thyrotropin Releasing Hormone

TRIAC : 3,3’,5-triilodothyroacetic acid, un derive de T3

TSH : Thyroid Stimulating Hormone

WB : Western Blot
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Astrocytes : phénotype de cellules gliales le plus nombreux. Ces cellules comblent I'espace
situé entre les neurones et représentent donc I'essentiel de I’environnement ou baignent les
neurones. Elles participent a la régulation de la composition du milieu extracellulaire et
forment une sorte d’enveloppe autour des jonctions synaptiques, contribuant au recyclage
et a la diffusion des neurotransmetteurs qui ont été libérés dans I'espace extra-synaptique
(Neurosciences, Beer et al., 2006).

Calréticuline : cruciale pour 'immunogénicité des cellules cancéreuses apoptotiques. Elle est
responsable du stockage du calcium dans le réticulum endoplasmique et joue également un
réle de protéine chaperon en cas de stress cellulaire. Cette protéine a cependant aussi été
identifiée comme un marqueur cellulaire membranaire indispensable pour la phagocytose
des cellules en apoptose (Apetoh et al., 2007).

Cellules gliales : différents types cellulaires de nature non neuronale, qui regroupent les
astrocytes, les cellules oligodendrocyte, les tanycytes, les cellules de schwann...

Elles contribuent au fonctionnement cérébral, en étroite synergie avec la fonction
neuronale. Par exemple, les astrocytes sont impliqués dans le recyclage du glutamate libéré
dans I'espace extra-synaptique (Neurosciences, Beer et al., 2006).

Chromatographie : est une méthode physico-chimique qui a pour role de séparer les
constituants d’un mélange afin d’arriver a un certain niveau de pureté. Cette séparation
s’effectue grace a une phase mobile (liquide) et a une phase stationnaire (solide). Lors du
passage des constituants, ces deux phases exercent, respectivement, une force de mobilité
et une force de rétention.

Cochlée : une structure anatomique de I'oreille interne. C'est un organe creux rempli d'un
liguide appelé endolymphe. Elle est tapissée de cellules ciliées - des cellules sensorielles non
renouvelables coiffées de structures filamenteuses, les stéréocils. Ces cellules sont disposées
le long d'une membrane (la membrane basilaire) qui vient partitionner la cochlée en deux
chambres. L'ensemble des cellules ciliées et des membranes qui leur sont adjointes
constitue l'organe de Corti.

Excitotoxicité : terme spécifique a un phénomene neuronal lié aux neurones
glutamatergiques, de type NMDA, caractérisé par un dysfonctionnement mitochondrial et a
une mauvaise régulation de la concentration de calcium intracytosolique, qui aboutit a la
mort neuronal par une excitation excessive des neurones. Les mécanismes a l'origine de
cette excitotoxicité ne sont pas entierement élucidés.

Les cellules ciliées externes: recoivent les voies efférentes du cerveau et vont agir en
préamplificateur du son pour une adaptation en temps réel de I'audition. Ce systeme permet
de comprendre la parole dans le bruit.

Lignée cellulaire COS1 : cellules de reins de singe, habituellement utilisées en transfection
en cellule de mammiferes.

Locus coeruleus : noyau sous-cortical du cerveau, situé dans le tronc cérébral et entretenant
d'étroites relations avec I'amygdale.
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Maille : est le plus petit élément qui se répéete par translation selon un réseau régulier pour
former le cristal.

Mésencéphale : partie moyenne de |'encéphale (partie du systéme nerveux compris dans le
crane), étroite et située au-dessus du pont. Le pont est une région proéminente du tronc
cérébral (qui fait suite a la moelle épiniére) comprise entre le mésencéphale et le bulbe
rachidien.

Plexus choroides: plexus est une structure formée par un encroisement de vaisseaux
sanguins correspondant a une région des ventricules du cerveau ou le liquide
céphalorachidien est sécrété (Source Neuroanotomie, Crossman et al., 2004).

Récepteurs glutamatergiques de type NMDA ionotropes : il s’agit d’un types de récepteurs
glutamatergiques, c'est-a-dire, utilisant le neurotransmetteur glutamate, ionotropes car il
s’agit de canaux ioniques laissant rentrer des ions calcium d’une fagon sélective pour initier
une signalisation cellulaire. L'entrée de calcium se fait par la fixation du glutamate sur le
récepteurs NMDA. Ces derniers sont trés importants dans la transmission rapide excitatrice
(due a la nature du neurotransmetteur) dans le systéme nerveux central.

Remplacement moléculaire : il s’agit d’'une méthode de phasage en cristallographie qui est
employée lorsqu’on dispose d’une protéine supposée structuralement proche de la protéine
d’intérét (au moins 30 % d’homologie) et dont la structure est disponible dans la PDB.

RMSD : "Root Mean Square Deviation », écart quadratique moyen, valeur fréquemment
utilisée en cristallographie des protéines pour estimer I’écart moyen de deux structures en
se basant sur la structure tertiaire de leurs chaines principales. Il permet ainsi une estimation
des différences entre plusieurs structures 3D en se basant sur cette valeur. De nombreux
sites permettent le calcul de cette valeur, tel que : http://www.ebi.ac.uk/Tools/dalilite/

Tanicytes : phénotype cellulaire non neuronal, appartenant aux cellules gliales. Ces cellules
sont capables de migrer, de faciliter la régénération et d’envelopper les axones
(Neurosciences, Beer et al., 2006).

Trigone germinal : situé a proximité du corps calleux, appartient au systéme limbique.

Unité asymétrique : c'est la plus petite zone suffisante pour reconstruire la maille compléte
grace aux operateurs de symétrie.
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Le projet de thése s'inscrit dans un vaste projet de caractérisation de protéines
nouvellement identifiées dont I'expression est sélective de certaines régions du cerveau. Le
projet s'inscrit dans la continuité d'une étude transcriptomique qui a été menée par I'équipe
du Dr. Jean-Marc Elalouf au laboratoire de PhysioGénomique a I'Institut de Biologie et
Technologies de Saclay.

Cette équipe a étudié par la technique SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) I'expression
de genes dans plus de dix régions cérébrales telles que le cortex moteur, le thalamus, le
striatum (le noyau caudé et le putamen) et la substance noire de souris adultes sauvages et
de souris modéles de deux maladies neurodégénératives : un modele transgénique de la
maladie d’Huntington (souris transgénique R6/2, surexprimant la protéine Huntingtine
mutée) et un modele phénotypique de la maladie de Parkinson (souris traitées avec une
toxine mitochondriale, le 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-TetrahydroPyridine ou MPTP). Ces
recherches avaient pour but de mieux caractériser la complexité moléculaire des différentes
régions du cerveau et en particulier, d’identifier des génes ayant un profil d’expression
préférentiel dans une population neuronale et/ou une région particuliere du cerveau. La
plupart des genes ayant ainsi été identifiés codent pour des protéines dont la fonction est
inconnue au niveau cérébral (Brochier et al., 2008) et pour certaines, la fonction au niveau
périphérique a déja été décrite. Cette étude repose sur I’hypothése que ces genes, par leur
profil d’expression préférentiel, pourraient étre impliqués dans des mécanismes
physiologiques propres a chaque région cérébrale. De plus, I'expression sélective de ces
transcrits dans certaines régions du cerveau pourrait également intervenir dans les
phénomeénes de dégénérescence neuronale qui caractérisent les maladies
neurodégénératives. lls pourraient constituer de nouveaux biomarqueurs, d’'une part, pour
élucider les mécanismes pathologiques, au niveau moléculaire, et, d’autre part, pour faciliter
le diagnostic et/ou le pronostic des maladies.

De nombreuses pathologies neurologiques sont liées a une dégénérescence lente et
progressive de populations neuronales bien spécifiques. Cette mort cellulaire, résultant
d’une activation anormale du processus d’apoptose et/ou d'une altération des voies de
survie cellulaire, est souvent spécifique a une région et/ou a un phénotype neuronal. Les
mécanismes sous-tendant cette dégénérescence restent inconnus. En particulier, la

sélectivité régionale de la dégénérescence reste tres mal comprise. En effet, méme dans le
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cas des maladies neurodégénératives associées a une mutation identifiée, le profil
d'expression de la protéine incriminée ne correspond pas au patron de dégénérescence.
Prenons lI'exemple de deux pathologies considérées dans I'étude transcriptomique de
Brochier et collaborateurs (2008); les stades précoces de la maladie de Parkinson (MP) se
caractérisent par une dégénérescence des neurones dopaminergiques qui sont situés dans la
substance noire compacte projetant dans le striatum. L'atteinte de la voie nigrostriée,
entraine secondairement des altérations fonctionnelles des noyaux des ganglions de la base
(GB), en particulier dans le striatum. Dans les cas rares de formes familiales (récessives ou
dominantes), la MP est associée a des mutations au niveau de génes codant des protéines,
telles que la Leucine-Rich Repeat serine/threonine-protein Kinase 2 (LRRK2), I'a-synucléine
et la parkine ; dont I'expression n'est pas restreinte a la substance noire compacte. Dans la
maladie d’Huntington (MH), le processus de neurodégénérescence débute initialement dans
le striatum et affecte la fonction et la survie des neurones GABAergiques épineux de taille
moyenne qui projettent sur différentes structures des GB, en particulier la substance noire
reticulata (SNr) et le globus pallidus (GP). Pourtant, I'expression de la protéine Huntingtine
mutée (mHtt), qui est responsable de la MH, est ubiquitaire dans le cerveau. Il faut donc
supposer que des mécanismes ‘'régions-spécifiques" rendent chaque région
particulierement sensible suivant les maladies neurodégénératives considérées. Une
meilleure connaissance de ces facteurs "régions-spécifiques" pourrait ainsi permettre de
mieux comprendre la dégénérescence ‘"locale" dans les différentes maladies

neurodégénératives.

Ainsi, bien que les mécanismes moléculaires de neurodégénérescence ne soient pas encore
complétement élucidés, I'utilisation d’outils permettant, a grande échelle, de caractériser les
protéines dont I'expression est sélective des régions cérébrales touchées dans les maladies
neurodégénératives pourrait permettre, in fine, d’en déduire leur fonction au niveau

cérébral et leurs implications dans des mécanismes pathologiques.

Un des éléments clés pour comprendre la fonction des protéines est de déterminer leur
structure tridimensionnelle. Dans le travail de thése présenté dans le présent manuscrit,

nous avons fait appel a une approche cristallographique afin de tenter d’élucider certains
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aspects fonctionnels de protéines nouvellement identifiées par I'analyse transcriptomique
effectuée chez la souris par I’équipe du Dr. Jean-Marc Elalouf.

En accord avec I'équipe du laboratoire de PhysioGénomique, nous avions sélectionné onze
transcrits (Vash2, Phactrl, Frmd6, Stac2, LOC76982, Gm705, Sh2d5, Sh2d5epi, LOC109349,
Gm804, Dbndd1) dont I'expression est sélective d'une région du cerveau afin d’effectuer une
caractérisation structurale des protéines correspondantes. Le clonage dans un vecteur dédié
puis les tests d'expression de ces protéines dans un systéme bactérien ont été confiés a la
plateforme de service RoBioMol (Responsables : Dr. Marjolaine Noirclerc-Savoye et Benoit
Gallet, Laboratoire d’Ingénierie des Macromolécules, Institut de Biologie Structurale). Il s’agit
d’une plateforme automatisée de Biologie Moléculaire (sur plague 96 puits) qui permet
I'amplification de génes par PCR, le clonage rapide par la technique LIC (pour Ligation
Independent Cloning, qui s’affranchit des enzymes de restrictions et de ligation) et la
réalisation de tests d’expression et de solubilité des protéines recombinantes. Elle a permis
une identification rapide de candidats solubles pour débuter le criblage de conditions de
cristallisation (Annexe).

Ces tests ont mis en évidence une seule protéine soluble, la protéine DYSBINDIN1
(DYStrobrévine-BINDINg Protein 1, DTBP1, numéro d’acces Q91WZ8), exprimée dans le
cerveau et les tissus périphériques d’une maniere ubiquitaire. Pour les dix autres protéines,
cinq protéines étaient totalement insolubles (Frmd6, LOC109349, Gm804, LOC76982,
Phactrl) et les cinqg autres protéines (Vash2, Stac2, Sh2d5, Sh2d5epi, Gm705) sont
faiblement solubles (protéines visibles sur western blot mais pas sur gel SDS-PAGE, Annexe).
Ainsi pour des raisons pratiques nous avons initié I'étude de la Dysbindinl (ou DTBP1) qui est
la protéine la plus soluble parmi la liste de protéines. Cette derniére avait un rendement
d’expression suffisant pour atteindre les quantités de protéines nécessaires aux tests de
cristallisation.

A la fin de ma premiere année de thése, aucune des onze protéines n’a permis I'obtention
de cristaux exploitables pour la cristallographie. Par conséquent, nous nous sommes orientés
vers l'analyse structurale de CRYM murine (mCRYM), une protéine qui pourrait
potentiellement étre un nouveau biomarqueur sélectif du noyau accumbens et du striatum
(Brochier et al., 2008). Avant mon arrivée, Marie-Claude Gaillard, ingénieur CEA du

laboratoire de physiogénomique, a exprimé et purifié la protéine mCRYM pour un criblage
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au robot de cristallisation de I'IBS. Aprés une étape de gel filtration (réalisée par le Dr. Franck
Borel, chercheur CEA en charge du projet avant mon arrivée), ces tests ont abouti a des
cristaux exploitables. La qualité de diffraction des cristaux a été améliorée, ce qui a abouti a
la structure de la forme apo de mCRYM (mCRYM apo) et de la forme complexée avec le
cofacteur NADPH (mCRYM/NADPH). J'ai résolu la structure cristallographique de la protéine
mCRYM complexée a son ligand (Résolution 1,75 A) : 'hormone thyroidienne T3 et a son
cofacteur: le NADPH (mCRYM/T3/NADPH). De ce fait, le travail réalisé sur mCRYM
constituera la partie la plus développée du présent manuscrit.

A la fin de ma deuxiéme année de thése, j'ai pu établir des échanges scientifiques avec le Dr.
Emmanuel Brouillet (URA CEA-CNRS2210/MIRCen CEA Fontenay-aux-Roses) et sa doctorante
Laurie Galvan dont les travaux de these portent sur I'aspect fonctionnel des protéines
exprimées sélectivement dans le striatum, dans le cadre de la MH. En parallele de nos
études, ce groupe s'est intéressé a la protéine mCRYM et a une autre protéine de fonction
inconnue, la kinase DCLK3 (Double-Cortine Like Kinase 3). Laurie Galvan a pu montrer que la
présence de DCLK3 dans les neurones du striatum conférait a ces cellules une sensibilité
particuliére vis-a-vis de la protéine mHtt. Bien que DCLK3 ne faisait pas parti des genes
sélectionnés initialement pour la caractérisation structurale, jai néanmoins tenté d'en
effectuer une caractérisation structurale. Malheureusement, le projet n'a pas pu aboutir du
fait de la faible expression de DCLK3 en systéme bactérien et par le manque de temps pour

I’exploration d’autres systemes d’expression.
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A. ANATOMIE DU CERVEAU ET NEUROPATHOLOGIES

A.1. Anatomie des régions cérébrales étudiées

Le point commun des 11 régions étudiées, est leur lien anatomique ou leur appartenance
aux GB, appelés également noyaux gris centraux (Figure 1). Les GB sont I'ensemble des
noyaux siégeant en profondeur dans le cerveau antérieur, comprenant le striatum (le noyau
caudé et le putamen), le globus pallidus (externe et interne), le noyau sous-thalamiques et la
substance noire (pars reticulata). Son organisation parait complexe a la fois par la

multiplicité des connexions et par la diversité des neurotransmetteurs impliqués (la

dopamine, le GABA, I'acétylcholine, le glutamate).
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Figure 1 : Représentation de I'anatomie des ganglions de la base et des structures associées du cerveau humain
(A) et de souris (B). Dans le cerveau humain, le schéma de droite permet de localiser les onze régions
cérébrales étudiées et le schéma de gauche représente le putamen et le noyau caudé (forme de croissant :
téte, corps et queue, indiqués en bleu). La jonction entre le striatum (putamen et noyau caudé) et le noyau
accumbens est représentée en rouge. Le globus pallidus, segments externe et interne, est représenté en
mauve. D'aprés Blumenfeld 2002. Dans le cerveau de souris, il n’existe pas de structure anatomique
caractéristique du putamen et du noyau caudé, le striatum représente une structure anatomique unique. Les
abbréviations correspondent a: (S) cortex somatosensoriel, (CPu) caudate-putamen, le striatum, (Cg) Cortex
cingulaire, (CxM) cortex moteur, (Pir) cortex pyriforme (région olfactive), (Acb) noyau accumbens. Tirée d’une

communication scientifique de Laurie Galvan, 2010 et du site web : http://mouse.brain-map.org.

Les GB sont impliqués dans des aspects supérieurs, cognitifs et émotionnels, du controle
moteur par la planification des stratégies motrices en relation avec I'état interne du sujet.
Par conséquent, il fait intervenir différentes régions provenant de trois principaux circuits
qualifiés de : sensori-moteur (le thalamus, le cortex moteur et somatosensoriel), associatif
(le striatum, la substance noire, cortex enthorinal, orbital) et limbique (cortex cingulaire,
cortex prélimbique, noyau accumbems, région ventrale tegmentale). Pour la plupart, ces
circuits ne sont pas strictement associés a la motricité, mais sont impliqgués dans la
mémorisation des habilités motrices (Striatum), dans les processus émotionnels (région

limbique) et dans le traitement des processus cognitifs (cortex associatifs).

Toutes ces connexions constituent une « boucle motrice » qui est présentée d’une fagon
simplifiée (Figure 2), c'est-a-dire n’impliquant que les connexions et les neurotransmetteurs

qui sont a I'origine des dysfonctionnements pathologiques d’Huntington et de Parkinson.
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Figure 2 : Schéma d’une coupe frontale du cerveau humain représentant les connexions de la boucle motrice
au sein des ganglions de la base. Deux voies sont possibles dans cette « boucle motrice », une voie qualifiée de
« directe » et une voie dite « indirecte ». SNpr : substance noire pars reticulata, GPe : Globus pallidus externe,

GPi : Globus pallidus interne, STN : noyau sous-thalamique. D’aprés Andrews et al., 1998

Sur le plan fonctionnel, la boucle motrice débute depuis le cortex vers les GB, ou le striatum
constitue la voie d’entrée tandis que le globus pallidus (externe et interne) et la zone
réticulée de la substance noire constituent les noyaux de sortie ; les influx issus du striatum
gagnent, via le globus pallidus, le thalamus et, de |3, reviennent au cortex. Une région
particulierement importante dans ce phénomeéne de canalisation des informations est le
striatum. Il est situé a un point stratégique de la « boucle motrice » car il recoit des
informations de différentes aires du cortex cérébral et il les restitue (par I'intermédiaire du
globus pallidus et de la substance noire) aux noyaux thalamiques et aux aires motrices

corticales impliquées dans I’exécution des mouvements.

Le striatum recoit des projections dopaminergiques a partir de la partie compacte de la
substance noire. Il est sous la dépendance directe du néocortex et intervient dans des
opérations relatives a I'habilité motrice. De ce fait, le striatum représente une structure
critique pour la mémoire procédurale impliquée dans la formation des habilités motrices. A
coté de cela, le striatum est également impliqué dans des processus émotionnels (cortex

limbique) et cognitifs (cortex associatif) par I'intermédiaire de projections glutamatergiques

12
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provenant de ces régions. De plus, le striatum constitue la premiere région atteinte de

neurodégénérescence dans la MH et de dysfonctionnement dans la MP.

A.2. Neurodégénérescence du striatum

A.2.1. Maladie d’"Huntington

La MH est une anomalie neurodégénérative héréditaire, autosomale-dominante qui fait
parti des 14 maladies dites a expansion du trinucléotide CAG (codant pour le résidu
glutamine) dont I'amyotrophie bulbospinale (SBMA pour Spinal and Bulbar Muscular
Atrophy), due a une mutation du géne codant pour le récepteur androgene qui comporte
également une expansion anormale du trinucléotide CAG (Banno et al.,, 2009). L'origine
moléculaire de la MH est une mutation dominante sur un gene qui code pour une protéine
de haut poids moléculaire (350 kDa), dénommée Huntingtine (Htt). Cette mutation est
localisée au niveau de I'exon 1 du géne codant pour la protéine Huntingtine mutée (mHtt).
La conséquence est une répétition anormale du trinucléotide CAG codant pour au moins
guarante résidus glutamines (expansion polyQ localisée a I'extrémité N-terminale de la Htt),

alors que la protéine normale possede entre 10 et 34 résidus glutamines.

Les symptomes de la MH sont des mouvements et des postures involontaires et anormaux
(chorée, dyskinésie et dystonie), de la jambe, du torse et de la face. Des troubles du langage
(dysarthrie) sont souvent observés. Les autres symptomes de démences correspondent a
des troubles psychiatriques et de I'humeur, ainsi que des déficits cognitifs. Ces troubles sont
caractérisés par des atteintes de la planification et de I'adaptation ainsi qu'une atteinte de la
perception de I'environnement par le malade. Avec la progression de la maladie, la rigidité
motrice et la démence prédominent. La maladie est fatale entre 15 et 20 ans apres

I’apparition des premiers symptoémes.

La Htt sauvage est une protéine ubiquitaire présente dans de nombreuses régions cérébrales
et dans de nombreux tissus périphériques et cette distribution n’est pas modifiée en
présence d’Huntingtine mutée (Aronin et al., 1995). La fonction physiologique de la protéine
n’est pas totalement connue, mais de nombreux arguments suggerent qu'elle joue un role
prépondérant dans les voies de survie cellulaire. La perte d'un allele sauvage chez les

patients pourrait ainsi créer, par "perte de fonction", un effet délétere ou du moins
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fragilisant sur les neurones. Néanmoins, son expression ubiquitaire n’explique pas I'atteinte
sélective de la région striatale, en particulier, les neurones GABAergiques du putamen

projetant vers le globus pallidus (Figure 3).

Cerebral
cortex

Thalamus L

Figure 3 : Principales connexions GABAergiques du putamen projetant dans le GPe et GPi (indication en
pointillé mauve) et glutamatergiques du cortex projetant dans le striatum (indication en pointillé gris) de la
boucle motrice chez des patients atteints de la MH. Abbréviations : (SN) substance noire, (GPe) Globus pallidus

externe, (GPi) Globus pallidus interne, (STN) noyau sous-thalamique. D’aprés Han et al., 2010

Le profil d’expression de mHtt n'est pas corrélé avec I'augmentation de la vulnérabilité d’une
population neuronale spécifique du striatum et du cortex moteur. Cette perte sélective
d’une population neuronale est suggérée comme le résultat d’une vulnérabilité sélective de
ces cellules par un gain d’une fonction toxique associée a I'expansion polyQ anormale dans
la protéine mHtt. La mutation de la Htt génere des changements de conformation et une
propension a l'agrégation (par la nature relativement hydrophobe du segment polyQ). La
présence d'inclusion intranucléaire et d'agrégats cytoplasmiques sont des caractéristiques
importantes de la MH. Néanmoins le role des ces inclusions et agrégats reste mal compris.
Les polyméres d'Htt mutée, relativement solubles seraient les espéces moléculaires toxiques

pour les cellules. Les mécanismes physiopathologiques de la MH sont souvent considérés
14
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comme "multifactoriels". En effet de nombreuses fonctions cellulaires sont altérées par la
Htt mutée, comme la transcription, le métabolisme énergétique, I'homéostasie du calcium,
le transport axonal et la machinerie de la neurotransmission (Damiano et al., 2009).
Pourtant, I'effet toxique de I'expansion polyQ de mHtt n’est pas restreint a une population
neuronale. Les mécanismes incriminés ne peuvent expliquer a eux seuls la vulnérabilité
préférentielle du striatum. L’hypothése serait que les caractéristiques moléculaires de la
population neuronale du striatum pourraient étre a l'origine de I'augmentation de sa

vulnérabilité associée a la toxicité de mHtt (Han et al., 2010).

A.2.2. Maladie de Parkinson

La MP est associée a une dégénérescence des neurones dopaminergiques de la région
nigrostriatale (liant la substance noire au putamen). Ces fibres nerveuses qui se projettent
de la substance noire vers le putamen et le noyau caudé (striatum) sont directement
affectées par la diminution du taux de dopamine produit par ces neurones dopaminergiques.

Cette diminution de dopamine est a I'origine de la perte du controle moteur (Figure 4).

Maladie de
Parkinson

Voie
Nigrostriatale

—

substance
noire

Figure 4 : Représentation schématique de la voie nigrostriatale dans un cas normal et parkinsonien. (A) les
différents noyaux qui composent la voie nigrostriatale. (B) fibres dopaminergiques reliant la substance noire
(pars compacta, noté SNpc), le putamen et le noyau caudée (striatum). Les photos de la SNpc en condition

normale et pathologique montrent la perte de pigmentation de la SNpc dans la MP par I'absence de production
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de neuromélanine par les neurones dopaminergiques. Il s’agit d’'une des marques histopathologiques de la MP.

D’aprés Dauer et al., 2003.

Dans la majorité des cas, la maladie se déclare d’une fagon sporadique, autour de 60 ans. |
existe des formes héréditaires de la maladie qui ne représentent que 5% des cas. Cette
Iésion de la voie nigrostriée débouche sur la triade symptomatique qui définit le tableau
Parkinsonien : I'hypokinésie qui est une réduction considérable de la capacité a réaliser les
mouvements, la bradykinésie qui est un ralentissement moteur et I'akinésie qui est une
augmentation du tonus musculaire. La manifestation clinique la plus caractéristique de la MP

est I'akinésie, une posture vo(tée, une rigidité et un tremblement au repos.

Au niveau histopathologique, cette dégénérescence neuronale est caractérisée par la
formation d’inclusions cytoplasmiques, dénommées les corps de Lewy. Ces derniers sont
principalement localisés dans la substance noire et sont constitués de protéines agrégées,
comme cela est le cas dans les autres neuropathologies constituées d’inclusions telles que

les maladies a prions et la MH.

Plus de 70 protéines agrégées ont été identifiées dans les corps de Lewy (Wakabayashi et al.,
2007). Parmi ces protéines, on retrouve des protéines mutées dans les formes héréditaires,
dites familiales. L'étude de ces formes familiales de la MP est donc essentielle pour
comprendre le role des protéines mutées dans le développement de la pathologie. Ces
protéines semblent étre impliquées dans le processus d’activation de l'apoptose en
induisant des modifications et des dysfonctionnements moléculaires. Parmi ces protéines,

on peut citer I'a-synucléine, LRRK2 et la parkine.

Les traitements actuels pour la MP et la MH, ainsi que pour toutes les autres
neuropathologies, sont uniquement palliatifs et ne protégent en aucun cas contre la
neurodégénérescence neuronale. La plupart des protéines, impliquées dans ces mécanismes
pathologiques, ne sont pas identifiées. La recherche et I'étude de ces protéines, en
particulier celles qui sont exprimées au niveau des GB, reste I'une des stratégies les plus
prometteuses pour élucider les aspects moléculaires afin de développer des thérapies

curatives.
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B. DONNEES TRANSCRIPTOMIQUES

La plupart des données transcriptomiques présentées ci-dessous proviennent de I'étude du
laboratoire de physiogénomique qui a été publiée par Brochier et al., en février 2008 dans le

journal Physiological genomics.

B.1. Présentation

L'objectif de cette étude était d’établir un profil quantitatif d’expression de transcrits ARNm
enrichis dans différentes régions cérébrales de souris. Cette étude a révélé différents
transcrits conservés chez I’'Homme et affectés chez des modeles murins d’Huntington et de
Parkinson. L'implication de ces transcrits dans des mécanismes pathologiques pourrait
constituer une bonne piste pour lidentification de nouveaux biomarqueurs pour ces
neuropathologies. Grace a la technique SAGE, I'’équipe de Saclay a collecté des données
guantitatives de transcriptomique pour onze régions cérébrales de souris sauvages adultes
qui sont ; les cortex - orbital, prélimbique, cingulaire, moteur, somatosensoriel, entorhinal -
le noyau caudé et le putamen (striatum), le noyau accumbens, le thalamus, la substance
noire et la région ventrale tegmentale. Certaines de ces régions, telles que la région striatale
et la substance noire compacte, sont les premieres touchées dans les neuropathologies.
D’autres régions sont rarement prélevées car il s’agit de régions de petite taille. Néanmoins,
elles sont impliguées dans des processus émotionnels et cognitifs indispensables a la
planification du mouvement, par exemple, la région du cortex cingulaire, le noyau

accumbens et la région ventrale tegmentale.

L'étude a abouti a plus de 1,2 million de tags ADNc séquencés. La plus grande partie de ces
transcrits sont trés peu caractérisés et 20 % n’ont aucune annotation fonctionnelle dans la
littérature. Par conséquent, ces données constituent de précieuses ressources pour explorer

les fonctions cérébrales a I'état physiologique et pathologique.

Les résultats de I’étude concernant les génes suivants : Vash2, Frmd6, Stac2, Gm705, Sh2d5,
Dbndd1, Dclk3, Crym, sont présentés ci-dessous. lls font parti de la liste de geénes
sélectionnés pour mon projet de thése. Pour une meilleure compréhension des résultats, je

présente brievement le principe de la technique SAGE.
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B.2. La technique SAGE

Les études transcriptomiques permettent une étude comparative de profils d’expression
génique de régions cérébrales entre des malades et des individus sains ou des animaux
modeles et contréle. Il y a quelques années, I'émergence de nombreuses investigations a
grande échelle, telles que le séquencage du génome, ont été bénéfiques pour l'exploration
des profils d’expression de régions cérébrales de souris adultes. Des stratégies variées ont
été développées, comme l|'analyse par biopuces de régions cérébrales, les techniques
d’imagerie telle que I'IRM fonctionnelle, I’hybridation in situ a haut débit, la qRT-PCR, la

transfection de gene par vecteurs viraux dans des régions cérébrales données, etc...

La technique SAGE fait parti de ces moyens techniques d’exploration des profils d’expression
génique afin d’en déduire les fonctions moléculaires du cerveau. Elle permet I'analyse
guantitative de la fréquence d’expression des ARNm d’une région cérébrale. Le niveau de
sensibilité de cette technique permet |'analyse de tous les transcrits sans sélection préalable

de genes connus. Ce qui permet de découvrir des génes inconnus.

Le principe de cette méthode repose sur le séquencage d’'un court fragment
d’oligonucléotides (appelé étiquette ou « tag ») de chacun des transcrits obtenus a partir du
tissu d’origine. Les détails du principe de cette technique sont schématisés ci-dessous (Figure

5).
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Figure 5 : Synthese du principe de la technique SAGE. Adapté a partir de Velculescu et al., 1995 et du site web :
http://sciencepark.mdanderson.org/labs/ggeg/SAGE_technique.htm.

La technique SAGE a pour avantage d’apporter une quantification relative de chaque
transcrit détecté dans les librairies d’'une méme banque SAGE. Elle constitue, par
conséquent, une excellente approche pour une comparaison dynamique du profil
d’expression des différents transcrits d’'une méme banque. Elle permet également de
comparer les niveaux d’expression entre des transcrits extrémement exprimés (par exemple
les transcrits codant pour les protéines du métabolisme énergétique) et des transcrits tres
peu présents dans les cellules étudiées. Enfin, elle offre la possibilité de réaliser un criblage a

haut débit de transcrits qui ne sont pas encore annotés voir méme référencés.

B.3. Résultats et discussion

Cette étude a généré un total de douze librairies. Chacune correspond au cerveau entier et
aux 11 régions cérébrales prélevées chez des souris adultes sauvages. Dans chaque librairie,

plus de 60 000 transcrits (ou tags) ont été séquencés, ce qui fait un total de 1269 681

20



CHAPITRE 1 INTRODUCTION

transcrits pour toutes les librairies. Les auteurs de cette étude ont identifié les transcrits,
enrichis dans chaque région étudiée, a 'aide de critéres calibrés a partir de marqueurs déja
connus pour ces régions. Au total, 315 transcrits valident ces critéres. Cette liste contient
20% de transcrits dont les processus biologiques et la fonction moléculaire ne sont pas
connus au niveau du cerveau. Une proportion importante des autres transcrits sont connus
pour étre des marqueurs, ce qui constitue un bon contréle pour valider les résultats SAGE.
Un grand nombre de ces génes sont impliqués dans des signaux de transcription de certaines
régions cérébrales. Par exemple, des génes associés a un comportement locomoteur sont
significativement surexprimés dans le striatum (le noyau caudé et le putamen), le noyau
accumbens, la substance noire et la région ventrale tegmentale, par comparaison avec le
génome entier. Le tableau 1 présente 10 transcrits. Huit de ces transcrits font partie des
génes sélectionnés pour mon projet de these (Stac2, Sh2d5, Gm705, Dclk3, Crym, Vash2,
Dbndd1l, Gm804) dont la fonction au niveau du cerveau est inconnue. Les deux autres
transcrits, la tyrosine hydroxylase (Th) et le récepteur dopaminergique D1A (Drdla), sont
présentés a titre d’exemple de marqueurs connus pour un phénotype de neurones

dopaminergiques.
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Nom géne

Drdla

Stac2

Sha2ds

Gm705

Dclk3

Crym

Vash2

Dbndd1

Gm804

Symbole géne

tyrosine
hydroxylase

dopamine receptor
D1A

SH3 and cysteine
rich domain 2

SH2 domain
containing 5

gene model 705,
(NCBI)

doublecortin-like
kinase 3

crystallin, mu

vasohibin 2

dysbindin
(dystrobrevin
binding protein 1}
domain containing
1

gene model 804,
(NCBI)

Nombre de Tags SAGE

Cerveau Cortex Cortex  Cortex Cortex fotex Noy?u loyau Substance Regin 5
. : o . . caudeé et Thalamus : ventrale  Référence
entier  orbital prelimbique cingulaire moteur i entorhinal accumbens n
sensoriel putamen tegmentale
Georgievskaet
|
0 0 100 0 0 0 1 0 & IF  m
Gerhard et al,
¥ 'y
0 0 0 0 0 0 1 72 L 0 0 0 2004
Rossner et al.
+ ,
") 8 5 5 5 ()] )] )] (V] ()] 3 )] 3003
Trinidad et al.
¥ 73
1 3 2 5 3 16 4 38 16 7 2 2 2006
2 0 0 0 0 0 0 11* 4 0 1 0 /
Ohmaeet al,
2 ,
1 0] {1} 1 1 5 0 8 5 ()] 0 1 2006
Sperbeck et
*
10 5 19 16 3 4 22 26 45 0 0 1 al, 1997
Carninciet al,
¥ 'y
0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 1 2005
Carninciet al.,
2 0 1 1 1 0 0 0 1 % 4 0 2005
0 0 0 0 0 0 0 0 (1] 5% 0 0 /

Tableau 1. Exemples de 10 transcrits enrichis dans des régions cérébrales, détectés par SAGE. Nombre de tags

dans le cerveau entier et dans 11 régions cérébrales pour 8 genes dont la fonction est inconnue et 2 génes

connus comme des marqueurs spécifiques des neurones dopaminergiques (soulignés). Le nombre de tags le

plus élevé pour chaque gene est indiqué par une étoile. Adapté a partir de Brochier et al., 2008.
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Parmi ces huit génes inconnus, on distingue trois types de profils d’expression. Des génes
exprimés dans toutes les régions mais avec une expression significativement élevée dans
une région comparée aux autres, tels que les génes Crym et Sh2d5 qui sont, respectivement,
surexprimés dans le noyau accumbens et le striatum. Un deuxiéme groupe de genes est
exprimé dans une ou deux régions. C'est le cas du gene Gm804 qui est uniquement exprimé
dans le thalamus et le géne Vash2, dont I'expression est huit fois plus importante dans le
thalamus que dans la région ventrale tegmentale. lls pourraient constituer d’excellents
marqueurs thérapeutiques du fait de leur bonne spécificité pour la région thalamique. Enfin,
un troisiéme groupe de genes qui s’exprime dans plus de deux régions, comme Dbndd1 qui
s’exprime dans le thalamus et la substance noire mais aussi dans les cortex - prélimbique,

cingulaire, moteur - et le noyau accumbens, dans une proportion plus faible.

Pour ces genes dont le profil d’expression est proche de celui des biomarqueurs connus, des
études supplémentaires par hybridation in situ et par gRT-PCR ont conforté les résultats
obtenus par SAGE. Il a également été montré, par gRT-PCR, que certains des ARNm transcrits
tels que Dclk3, Stac2 et Sh2d5 sont également enrichis dans des régions équivalentes chez

'Homme.

Cette méme analyse qRT-PCR a été réalisée chez des souris modéles de la MH (R6/2) et de la
MP afin de comparer le profil d’expression de ces génes inconnus dans des cas

pathologiques et sains.

La quantification des ARNm par qRT-PCR chez les souris R6/2 en comparaison avec des souris
contrbéle a mis en évidence une diminution du nombre de transcrits Crym, Dclk3 chez les
souris R6/2 et ce profil transcriptomique est principalement observé dans le striatum qui
constitue, au niveau histopathologique, la région la plus touchée dans cette pathologie. Au
total, 56 % des transcrits enrichis dans le striatum sont significativement dérégulés dans les

souris R6/2 par rapport aux animaux témoins.

Parmi ces genes, Gm705 et Crym ont été décris comme étant régulés négativement dans le
noyau caudé chez des patients atteints de la MH (Hodges et al., 2006), ce qui est en

corrélation avec les résultats obtenus dans cette étude. Une étude plus récente confirme le
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profil d’expression différentiel du géne Crym dans les neurones épineux de taille moyenne

de la région nigrostriatale (Heiman et al., 2008).

La méme analyse comparative de gRT-PCR avec des souris modéles de la MP a montré que
45 % des transcrits analysés dans le striatum ont leur profil d’expression dérégulé en
comparaison avec des souris du groupe témoin. Les résultats ont mis en évidence une
régulation positive du gene Dclk3, 24 heures aprées intoxication, des souris avec la toxine
MPTP. Quant aux genes, Crym, Sh2d5 et Gm705, le traitement au MPTP n’a pas affecté leur

profil d’expression.

B.4. Conclusion

Sur les six librairies SAGE de régions cérébrales de souris sauvages, plus de 50 transcrits, non
caractérisés auparavant, sont préférentiellement exprimés dans certaines régions cérébrales
et pourraient donc constituer de bon marqueurs de ces régions étudiées. Parmi ces genes,
huit (Stac2, Sh2d5, Gm705, Dclk3, Crym, Vash2, Dbndd1l, Gm804) font parti des génes
sélectionnés pour ce projet de these. Les genes Sh2d5 et Dclk3 pourraient étre des
marqueurs de la région striatale, Crym du noyau accumbens, Gm804, Vash2 et Dbndd1 de la
région thalamique et Stac2 du cortex orbital. Les genes Dclk3, Stac2, Sh2d5, sont également
enrichis dans les régions équivalentes chez 'Homme. Enfin, prés de 50 % des transcrits
enrichis dans la région striatale (résultats de qRT-PCR chez les souris R6/2 et MPTP) ont leur
expression dérégulée dans les deux pathologies. Ceci est en corrélation avec la
caractérisation histopathologique qui montre que le striatum est la premiere région atteinte

par les symptémes cliniques caractéristiques de ces deux pathologies.

Ces protéines, a l'origine de cette étude structurale réalisée durant mes travaux de these,
constituent un potentiel important pour la compréhension des mécanismes moléculaires de
ces maladies neurodégénératives et, dans un deuxieme temps, dans le développement de
stratégies thérapeutiques. L'approche structurale représente I'un des moyens choisi pour la

caractérisation moléculaire de ces protéines.
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C. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE SUR LA PROTEINE mCRYM

C.1. CRYM : une p-crystalline avec une fonction de CTBP

La protéine CRYM des mammiferes appartient a la famille des p-crystallines par sa forte
homologie de séquence (86%) avec la premiére p-crystalline identifiée chez le kangourou.
Cette derniere a été identifiée comme une protéine structurale majeure du cristallin chez de
nombreux marsupiaux diurnes d’Australie (Wistow et al.,, 1991). Elle est majoritairement
exprimée dans le cristallin et a un niveau plus faible dans la rétine et le cerveau (Kim et al.,
1992). L'expression de la p-crystalline humaine (nommée plus communément hCRYM) a été
localisée dans la rétine mais aussi dans le cerveau, le cceur, les muscles squelettiques, les
reins et dans une proportion plus faible, dans le foie et les poumons. Cette protéine a été

identifiée comme étant une Cytosolic T3-Binding Protein (CTBP).

Il a été proposé que la fonction de la protéine CRYM des mammiferes (CRYM) serait proche
de celle des CTBPs (Kobayashi et al., 1991) dont la fonction est de réguler la concentration
intracellulaire de I’hormone 3,5,3'-Triiodo-L-thyronine libre, T3, la forme active des
hormones thyroidiennes (THs). Néanmoins, aucune activité enzymatique n’a été
formellement détectée pour les protéines hCRYM et mCRYM. Par ailleurs, la famille des p-

crystallines appartient également a une superfamille de protéines appelée : les crystallines.

C.2. La superfamille des crystallines : un exemple original d’évolution

La classe taxonomique des crystallines représente un exemple remarquable d’évolution par
le recrutement de leurs génes pour diverses fonctions métaboliques de protéines du stress
oxydatif. La caractéristique particuliere des crystallines est I'acquisition, pour la plupart,
d’une activité enzymatique tout en maintenant leur taxon spécifique de crystallines. Les
protéines crystallines représentent 80-90% des protéines structurales solubles du cristallin.
Ces différentes crystallines sont impliquées dans les propriétés optiques du cristallin
d’espéeces terriennes diurnes. Elles regroupent un taxon spécifique de protéines crystallines
qui different d’une espéce a une autre par leur expression (dans le cristallin mais aussi dans
d’autres organes comme le foie, les reins, le cerveau, la rétine...) et leurs fonctions, par

exemple, les protéines déshydrogénase/ecrystalline et a-enolase/t-crystalline sont chacune
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codées par une copie unique de genes. Ces derniers codent des enzymes qui ont acquis la

fonction de crystallines sans perdre leur activité catalytique.

Les protéines crystallines contribuent a la transparence du cristallin et affecte la réfraction
de la lumiere en formant un gradient de concentration uniforme, avec une forte
concentration localisée au centre du cristallin. Certaines crystallines semblent également
séquestrer le cofacteur NADPH dans le cristallin, d’especes diurnes, pour éviter I'oxydation
du cristallin et pour filtrer les radiations UV. La structure et la fonction du cristallin est
sensiblement similaire pour la plupart des especes. Cependant, des études comparatives ont
révélé des hétérogénéités et une diversité parmi les protéines crystallines qui composent le
cristallin (Wistow and Piatigorsky 1988). En effet, de nombreuses especes expriment
différentes protéines crystallines dans leur cristallin. Ces crystallines ont subi une divergence
d’évolution qui a conduit a des protéines avec une perte de leur fonction structurale au
niveau du cristallin due a leur localisation hors du cristallin, et ceci, tout en conservant leur
taxon spécifique de crystallines. Cette évolution a parfois conduit a l'acquisition d’une
activité enzymatiqgue comme déja évoqué (tableau 2). Les mécanismes génétiques a I’origine
de cette diversité ne sont pas encore connus et représentent un exemple intéressant

d’évolution.
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Crystalline Organismes [apparentée] ou Identique

Crystallines ubiquitaires du stress

o tous les vertébrés Petites protéines du choc thermique (aB)
[Antigene de Schistosoma mansoni]

B tous les vertébreés [ Protéine S de Myxococcus xanthus)
Y [Sphérulline 3a de Physarum
polycephalum]

Enzymes ayant conservées le taxon-specifigue des crystallines

e} la plupart des oiseaux, Argininosuccinate lyase (52)
reptiles
£ crocodiles, Lactate déshydrogénase B

certains oiseaux

4 Cochon, chameau, lama NADPH : quinone oxydoréductase
n Musaraigne-éléphant Aldéhyde déshydrogénasel

A Lapins, lievres [Hydroxyacyl CoA déshydrogénase]
) Kangourou [Ornithine cyclodésaminase]

[Alanine déshydrogénase
d’Archaeoglobus fulgidus]

p Grenouille Rana [Réductase NADPH-dépendante]
T Lamproie, tortue, a-Enolase
modérément abondante

dans la plupart des vertébrés

S Céphalopodes [Glutathion-S-transférase]
Q Pieuvre [ALDH]
J Méduse Cubomedusae ?

Tableau 2 : La famille des crystallines et leurs relations ou appartenances a des enzymes. La plupart de ces

enzymes sont des protéines du stress oxydatif. D’aprés Wistow 1993.
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L'arbre phylogénétigue de certaines familles de crystallines montre une divergence
importante entre la famille des p-crystallines et les autres familles de crystallines. En effet,
les p-crystallines sont apparues a la fin du jurassique-début du crétacé, d’une maniére plus
précoce que les autres familles de crystallines (n, v, A, {) qui sont apparues a la fin du crétacé
(Figure 6). Parmi ces familles, certaines, comme les n-crystallines, sont des enzymes du type
Aldéhydes déshydrogénases de classe I. C'est également le cas des C-crystallines qui sont des
NADPH quinones déshydrogénases. A l'inverse, des crystallines, provenant du méme
embranchement (ancétre commun), ne possedent pas de fonction enzymatique bien
gu’elles posseédent une homologie avec certaines enzymes de la famille des A-crystallines qui
sont proches des Hydroxyacyl CoA déshydrogénases. Enfin, d’autres crystallines ne
possedent pas de lien avec des enzymes comme la famille des y-crystallines ou bien les a-
crystallines qui ont été identifiées comme des protéines du choc thermique (Tableau 2). Par
conséquent, I'évolution de la superfamille des crystallines a abouti a la fois a des enzymes
mais également a des protéines sans activité enzymatique ayant davantage une fonction

structurale comme celle décrite pour les protéines crystallines constitutives du cristallin.

0 5,7 8,7 8,6 5,e u 7 71 ¢ \ ¢
Frog Turtle Lizard Crocodile Bird Kangaroo  Elephant Human Guinea- Rabbit Came!
Shrew pig
- :
[ =4
<
=
o
w :
’_ d
»
>
o
w
(&)
<
& Dk
o«
< Nocturnal mammals?
) Reinvention of hard lenses?
@
=
g Loss of ¥
=
3)
g) Enzyme crystallins?
<
o
2 Terrestrial
§ @ Diurnal
=
o
w
a
[/
Aquatic
%

28



CHAPITRE 1 INTRODUCTION

Figure 6 : arbre phylogénétique de la famille des crystallines. L'échelle de temps avec les grandes périodes
géologiques est représentée verticalement, la période actuelle est présente en haut. Pour chaque lignée de
vertébrés, il est indiqué les changements de I’environnement visuel : aquatique, diurne, nocturne. D’aprées

Wistow 1993.

Le recrutement des génes crystallines pour de nouvelles fonctions enzymatiques ou
structurales est a I'origine de cette grande diversité de fonctions, mais aussi de localisation
et autres caractéristiques, au sein de cette superfamille. Les protéines p-crystallines

constituent I'une des familles des crystallines qui refletent bien cette diversité.

C.3. Les CTBPs : fonction enzymatique et/ou fonction structurale ?

Les Cytosolic-Thyroid-Hormone-Binding Proteins (CTBPs) ont de multiples caractéristiques
dépendantes des espéces et des tissus. Elles different par leur taille, leurs propriétés de

fixation des THs et leurs localisations (Tableau 3).
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Espécesftissus Poids Kd Ka Autres caractéristiques Références
molécul {nM) [x10° bibliographiques
aire MY
(kDa)
Mammiféres
Homme 200 ~1 ~1 Sensible au froid Fanjul et al., 1991
/globule rouge
200 ~0.1 ~10 Sensible au froid Fanjul et al., 1991
60 ~1 ~1 Sensible au froid Fanjul et al., 1991
25 ~10 ~0.1 Sensible au —SH bloquant Fanjul et al., 1991
Homme
[carcinome de 58
la thyroide Pyruvate kinase de sous- Kitagawa et al., 1987
(monom 17 0.05 type M2 Katoet al,, 1989
ere)
70 hCRYM
H i N 0,5 2 . Vie et al.,, 1997
omme/ reins {dimére} NADPH dépendante leeta
Chien 70 0,5et 11* 2et / Davis et al., 1974
[foie 0,09*
Reins
43 0,02 / Davis et al., 1974
Rat ~70 12* 0,08* Fortement exprimée a la Lennon et al., 1980
Jcerveau naissance
~58 0,6 1,7 NADPH dépendante Lennon et al., 1992
{monom
ere)
Rat 14et
Jcerveaude — 0,7et 10 7/ Francon et al., 1985
0,1
foetus
Rat/foie 50 0,35 1,25-0,2 Glutathion-S-transférase Ishigaki et al., 1989
(dimeére)
76
{dimére} 0,4 2,5 CRYM Kobayashi et al., 1991
NADPH dépendante
Rat/reins 58 0,4 2,5 NADPH dépendante Hashizumeet al., 1989
{monom
ére)
Amphibiens
Grenouille 60 140 0,007 Dépendante d’ion Yoshizato et al., 1975
taureau métallique Jaffe 1978
[tétard
Xenopus 59 4-9 0,25- Sensible au NAD+ et -SH Yamauchi et al., 1999
[foie {monom 0,10 bloguant Yamauchi et al,, 2001
ére) Aldéhyde déshydrogénase
declasse 1
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Tableau 3 : Caractéristiques des CTBPs décrites dans les différentes especes. Les valeurs de Kd et Ka marquées
par * sont celles de la T4 et les autres valeurs sont celles de la T3. Les CTBPs NADPH dépendantes nécessitent la

présence de NADPH pour la fixation de la T3. Adapté de Yamauchi et al., 2001.

Les poids moléculaires (PM) des CTBPs des différentes espéces varient entre 25 et 200 kDa
et les constantes d’affinité (Ka) pour la T3 sont trés variables, entre 10'° et 10’ M™. Chez une
méme espéce, on peut trouver différentes CTBPs. Par exemple, chez 'Homme, la protéine
CTBP identifiée dans le carcinome de la thyroide est un monomere ayant une activité
pyruvate kinase de sous-type M2 alors que dans les reins, on retrouve la protéine hCRYM,
homologue a la p-crystalline de kangourou. Dans la fraction cytosolique du foie de rat, deux
types de CTBPs de PMs de 50 et 76 kDa ont été identifiées indépendamment. La CTBP de 50
kDa est une glutathion-S-transférase et celle de 76 kDa est la protéine hCRYM, qui semble
étre une CTBP-NADPH dépendante. Une autre CTBP-NADPH dépendante, de 58 kDa a été
identifiée dans les reins de rat. Pour la plupart de ces protéines CTBPs-NADPH dépendantes,
aucune activité enzymatique n’a été mise en avant. Hashizume et collaborateurs (1989) ont
proposé un modele de mécanisme d’action pour ces CTBPs-NADPH dépendantes qui a été
confirmé par d’autres études (Vie et al., 1997 ; Lennon et al., 1992). Ce modele, illustré sur la
figure 7, propose une régulation et un transport nucléaire de la T3 libre par l'intermédiaire
des cofacteurs NADPH et NADP®. La forme cytoplasmique de ce type de CTBPs est un
complexe de NADPH et T3 et constitue la forme active qui est capable de fixer la T3 et donc
d’inhiber son action nucléaire en la séquestrant dans le cytoplasme. Contrairement aux
protéines plasmatiques des mammiféres qui fixent les THs (TH-Binding Proteins, THBPs), les
CTBPs ont généralement une plus forte affinité pour la forme active T3 que pour la forme
circulante T4. Par conséquent, la forme active des THs, la T3, sera préférentiellement fixées
par les CTBPs. Ces derniéres sont capables de transporter la T3 au niveau du noyau. Il a été
suggéré (Hashizume et al., 1989) que la forme nucléaire des CTBPs NADPH-dépendante
correspond a la forme inactive, qui fixe préférentiellement le NADP'. Cette forme inactive
n'est pas capable de fixer la T3, ce qui permet sa libération, au niveau du noyau, et sa
fixation au niveau des récepteurs thyroidiens (TRs). Ce mécanisme d’action suggere un
double réle des CTBPs : de stockage de la T3 au niveau du cytoplasme et de transport du
cytoplasme vers le noyau (Figure 7). Cependant, le mécanisme de transport actif vers le

noyau ainsi que la conversion du NADPH en NADP" ne sont pas encore élucidés.
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@ (1)

Noyau

Cytoplasme

Figure 7 : Schéma représentant la forme cytoplasmique (active) et nucléaire (inactive) des CTBPs-NADPH
dépendantes. (1) Dimére CRYM, forme apo ; (2) Dimére CRYM, forme active, complexée au NADPH et a la T3 ;
(3) Inhibition de I'action nucléaire de la T3 par son stockage dans le cytoplasme ; (4) Transport actif de la T3 du
cytoplasme vers le noyau ; (5) Libération de la T3 dans le noyau par la forme inactive de CRYM correspond au
dimeére CRYM complexé au NADP’. Cette forme inactive de CRYM libére la T3 qui se fixe sur les récepteurs
thyroidiens (TRs). Ces derniers forment un hétérodimére avec les récepteurs des rétinoides (RXR) qui
permettent 'activation de la transcription des génes sous le contrdle de ces facteurs de transcription. D’aprés

Hashizume et al., 1989.

Chez les amphibiens, une CTBP- ion métallique dépendante, de 60 kDa a été identifiée chez
la grenouille taureau. Une autre CTBP, celle du Xénope, posséde une activité aldéhyde
déshydrogénase (ALDH, appelée ALDH/CTBP). Cette derniére est capable, d’'une part, de
catalyser l'oxydation du rétinal en acide rétinoique et, d’autre part, de réguler la
concentration intracellulaire de T3 libre, de la méme facon que ses homologues chez les
mammiféres, les aldéhydes déshydrogénases de classe | et VI (Yoshida et al., 1998).

Yamauchi et collaborateurs (2001) proposent un modeéle qui présente un mécanisme
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commun entre les voies de signalisation des THs et des rétinoides, impliquant I’ALDH/CTBP
du Xénope dans ces deux voies de régulation. Ces derniéres présentent des caractéristiques
communes. Les THs et les rétinoides sont des molécules hydrophobes, bien qu’il y ait des
différences fondamentales entre les deux molécules ; les THs sont synthétisées dans les
glandes thyroides comme des hormones, alors que les rétinoides sont des provitamines
(issus de la vitamine A). Les deux molécules sont transportées, dans la circulation sanguine,
par des protéines, THBPs pour les THs (Bartalena et al., 1992) et Retinol-Binding Protein
(RBP) pour les rétinoides (Berni et al., 1993). De plus, ces deux molécules possedent des
précurseurs, la T4 et le rétinal, qui sont, respectivement, biologiguement moins actifs que la
T3 et l'acide rétinoique (RAR). Dans le cytoplasme, chaque précurseur est activé par des
enzymes, les désiodinases (DIs) pour les THs (St. Germain 1994 et 1999) et les alcools
déshydrogénases (ADHs) et les aldéhydes déshydrogénases pour les rétinoides (Napoli 2000
et 1996). La régulation intracellulaire des THs et des rétinoides s’effectue, respectivement,
par les Cytosolics T3-Binding Proteins (CTBPs) et les Cellular RA-Binding Proteins (CRABPs) ou
Cellular Retinol-Binding Proteins (CRBPs). Certaines études suggerent une coopération
entres ces deux types de protéines régulatrices des THs (CTBPs) et des rétinoides libre dans
le cytoplasme (CRABPs ou CRBPs). Cette hypothése est confortée par la CTBP/ALDH1 du
Xénope qui interagit avec une protéine CRBP et l'interaction entre ces deux protéines
semblent influencer la concentration de RA et T3 libre dans le cytoplasme. Une fois que la T3
et le RA sont adressés au niveau du noyau, ces molécules se fixent sur, respectivement, les
récepteurs thyroidiens (TRs) et les récepteurs d’acide rétinoique (RARs). Puis, ces deux types
de récepteurs interagissent ensemble pour former un facteur de transcription
hétérodimerique-ligand dépendant. Les deux types de récepteurs appartiennent a la méme
superfamille de récepteurs nucléaires, incluant les récepteurs stéroidiens et de la vitamine D

(Figure 8).
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Figure 8 : Voies de signalisation des THs et des rétinoides. Les protéines impliquées dans les voies de
signalisation des THs et des rétinoides (indiquées par des fleches en gras) sont localisées dans le milieu
extracellulaire (plasma) et le milieu intracellulaire (le cytoplasme et le noyau). La présence de CRBPs, CRABPs et
CTBPs dans une méme cellule est possible pour certains cas. THs, hormones thyroidiennes ; THBP, Thyroid
Hormone-Binding Protein ; RBP, Retinol-Binding Protein ; DI, désiodinase ; CTBP, Cytosolic TH-Binding Protein ;
RA, acide rétinoique ; CRBP, Cellular Retinal-Binding Protein ; CRABP, Cellular RA-Binding Protein ; ADH, Alcool
déshydrogénase ; ALDH, aldéhyde déshydrogénase; TR, récepteur thyroidien, RAR, récepteur a l'acide

rétinoique. D’apres Yamauchi et al., 2001.

La protéine CTBP/ALDH du Xénope a besoin de fixer le NAD"* pour avoir I'activité d’aldéhyde
déshydrogénase et la fixation du NAD' inhibe la fixation de la T3 sur cette protéine.
Inversement, lorsque la protéine fixe la T3, ceci induit l'inhibition de I'activité ALDH. Par
conséquent, la protéine CTBP/ALDH est capable soit d’avoir son réle de CTBP (en fixant la T3
sans le NAD"), soit d’avoir son role d’ALDH (en fixant le NAD" et le rétinal). La concentration
intracellulaire en NAD" est donc un facteur important pour moduler les deux fonctions de

cette protéine.

L'extréme diversité des CTBPs, dans leur PM, la valeur de Ka pour la T3 et la T4, indique que
les CTBPs des différentes espéces n’ont pas toujours de lien entre elles. Encore plus
surprenant, certaines espéces, possedent différents types de CTBPs dans un méme tissu.

Cette diversité des CTBPs rend difficile la distinction entre elles.
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Cette classification des caractéristiques moléculaires et de régulation de la T3 par ces CTBPs

permet une distinction de quatre principales classes de CTBPs qui sont les suivantes :

Les CTBPs-NADPH dépendantes (Hashizume et al., 1989) qui ne semblent pas
posséder d’activité enzymatique et dont le mécanisme d’action fait intervenir une
forme active, localisée dans le cytoplasme, (CTBPs complexées au NADPH et a la T3)

et une forme inactive, localisée dans le noyau (CTBPs complexées au NADP™).

Les CTBPs avec une activité pyruvate kinase de sous-type M,. Cette sous-unité est un
monomere (p58—|\/|2) capable de fixer la T3 mais dés que cette sous-unité
s’oligomerise en tétramére (PKM?), elle n’est plus capable de fixer la T3. La régulation
de l'interconversion monomere- tétramere s’effectue par le glucose via le fructose
1,6-bisphosphate. La diminution de glucose favorise la forme monomeérique qui fixe

la T3, la forme favorable a I’action nucléaire de la T3 (Ashizawa et al., 1992).

Les CTBPs qui possédent une activité glutathion-S-transférase (GST). L’activité GST est
inhibée par la fixation de la T3 (Ishigaki et al., 1989).

Les CTBPs avec une activité aldéhyde déshydrogénase. L’ALDH/CTBP du Xénope
(Yamauchi et al., 1999) présente une forte homologie de séquence avec les enzymes
ALDH1 et ALDH6 des mammiféeres. Cette ALDH/CTBP du Xénope posséde une double
fonction (non simultanée), d’une part, la fixation de la T3 (en absence de NAD") et,
d’autre part, une activité aldéhyde déshydrogénase, qui est capable de convertir le

rétinal en acide rétinoique (en présence de NAD").

Ces classes de CTBPs ne présentent aucune homologie de séquences primaires entre elles.

Pourtant, la plupart ont un point commun, la fixation d’un substrat, dérivé d’'un acide

aminée, et d’un cofacteur redox: NADPH ou NAD®. La protéine CRYM de mammiféres

semble appartenir a la classe des CTBPs-NADPH dépendantes (Vie et al., 1997), pour laquelle

aucune protéine ne semble posséder d’activité enzymatique.

Ainsi une question importante se pose au regard de la localisation préférentielle de la

protéine mCRYM dans le striatum au niveau du systeme nerveux central: La protéine

MCRYM a-t-elle les mémes propriétés de fixation de la T3 que son homologue hCRYM

exprimée au niveau des reins ?
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C.4. Les Hormones thyroidiennes

C.4.1. Biosynthese

La biosynthese des THs s’effectue au niveau des glandes thyroides. Ces derniéres produisent
deux hormones peptidiques dérivées de la tyrosine (Figure 9) : la 3,5,3’-triiodothyronine (T3)
et la 3,5,3’,5’-tétraiodothyronine (T4 ou thyroxine). Les hormones thyroidiennes iodées sont
des hormones apolaires synthétisées a partir d’ions iodures et de résidus tyrosines de la

protéine thyroglobuline.

3,5,3’-triiodothyronine ou T3

3,5,3’,5’-tétraiodothyronine ou T4 ou
thyroxine

Figure 9 : Structure chimique des hormones thyroidiennes : la 3,5,3’-triiodothyronine ou T3, la forme active, et

la 3,5,3’,5’-tétraiodothyronine ou T4 ou thyroxine, la forme circulante.

Les thyroides sont des glandes endocrines bilobées, situées sur la face ventrale du larynx et
constituées de deux types de cellules sécrétrices : les cellules a calcitonine et les cellules
folliculaires ou thyrocytes, qui sécretent les hormones thyroidiennes. Les thyrocytes
accumulent activement I'iode d’origine alimentaire. Ils produisent une macromolécule, la
thyroglobuline, dont les résidus tyrosines sont iodés par I'’enzyme thyroperoxydase, avant
son stockage dans la lumiere des follicules ou elle forme le colloide. La thyroglobuline est
ensuite réinternalisée dans les thyrocytes par endocytose. Chez I’homme, la glande thyroide
est fonctionnelle dés 10-12 semaines de vie embryonnaire et il existe un pic de sécrétion de
T4 entre 18 et 20 semaines de vie post-natale. Chez les souris, qui naissent trés immatures,
le pic de T4 se situe entre la premiere et la troisieme semaine de vie post-natale. A 15 jours

de vie post-natale, le niveau de T3 dans le sang est 200 fois plus élevé qu’a la naissance
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(Hadj-Sahraoui et al., 2000) puis il diminue pour rester a un niveau constant pendant la vie
adulte. La modulation de la biodisponibilité des THs est donc dépendante du stade de

développement embryonnaire et post-natal.

Ces THs sont impliquées dans de nombreux processus physiologiques, tels que la régulation
du métabolisme général, le développement, la différentiation tissulaire, la croissance etc...

(Détaillés ultérieurement).

C.4.2. Libération des THs et modulation de la biodisponibilité de la T3

Dans les lysosomes des thyrocytes, la protéolyse de la thyroglobuline iodée aboutit a la
libération dans la circulation sanguine des THs en majorité sous la forme de T4, et en plus

faible quantité sous forme de T3 (Lauberg 1984).

La conversion de la T4 en T3 se fait dans de nombreux organes grace a la thyroxine-5’-
désiodase (ou désiodase, D) qui est une enzyme catalysant la réaction de 5’-
monodésiodation de la T4 en T3. La T4 est ainsi considérée comme la forme circulante des

hormones thyroidiennes iodées et la T3 |la forme biologiquement active.

Dans le sang, la proportion de T4 libre est tres faible (0.02%). La majorité de la T4 circulante
est liée aux Thyroid Hormone-Binding Protein (THBP). Ce transport s’effectue
essentiellement par la Thyroxine Binding Globuline (68%), la Transthyrétine (11%) et
I’Albumine (20%). Les formes libres et liées des THs sont en équilibre. Seules les formes
libres peuvent étres captées par les cellules cibles. 80% de la T3 circulante est produite, a
partir de la T4, dans les tissus périphériques, majoritairement par le foie. A la surface des
cellules cibles et des cellules hépatiques, des enzymes membranaires vont capter la T4. Elle
va étre désiodée par les désiodases D1 (Foie) ou D3 (autres tissus) en T3, la forme active
(Figure 10). Le foie est également I'organe le plus actif dans la dégradation et I’élimination
des hormones thyroidiennes iodées. Dans tous les tissus, le catabolisme de la T4 et de la T3
aboutit aux dérivés triiodés (rT3) diiodés (T2) notamment par la D3 (Kaplan et al., 1984). Au
niveau du cerveau, la barriere hémato-encéphalique est peu perméable a la T3 circulante.
C'est donc majoritairement la T4 qui franchit cette barriere qui est transportée du sang vers

le liquide céphalo-rachidien, via les plexus choroides*. La T4 est ensuite converti en T3 par la
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*Cf. Lexique page 3



CHAPITRE 1 INTRODUCTION

D2, une enzyme principalement exprimée dans le systeme nerveux, en particulier dans

I’hypophyse (Guadano-Ferraz et al., 1999).

[ Thyroides
( Cerveau )

Sérum
Foie
T4, D2

D1

—
B
—
w

T3

N— D3

rm3 T2

Tissus \ /

Figure 10 : Distribution et métabolisme des THs par les enzymes désiodases. Les glandes thyroides liberent

essentiellement la T4 et une faible quantité de T3 dans la circulation sanguine.

La régulation de la synthése et de la sécrétion des THs s’effectue par I'axe hypothalamo-
hypophysaire (Figure 11). La synthese de T4 dans les thyroides est activée par I’hormone
hypophysaire, Thyroid Stimulating Hormone (TSH) (Shupnik et al., 1985). La production de
TSH est elle-méme régulée par la Thyrotropin Releasing Hormone (TRH) d’origine
hypothalamique (Koller et al.,, 1987). De plus, la T4 et la T3 circulantes exercent un
rétrocontréle négatif sur leur propre synthése en réprimant I'expression des génes codant
pour les deux sous-unités (o et B) de la TSH, ainsi que du géne codant pour la TRH. Cette
derniere est également régulée par différents stimuli extérieurs comme le stress, le froid et
est soumise a un rythme circadien. Cependant, le rétrocontrble négatif exercé par les THs
sur I’hypophyse semble avoir une importance prépondérante pour freiner la sécrétion lors

d’élévations brutales des concentrations de THs (Degroot et al., 1989).
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Figure 11 : Régulation de la production des THs par I'axe hypothalamo-hypophysaire.

C.4.3. Les diverses fonctions physiologiques des THs

Les THs sont indispensables pour le fonctionnement du métabolisme général. Elles sont
impliquées dans diverses fonctions clés dont certaines ne sont pas encore totalement
élucidées. Les THs participent au développement, a la croissance, a la fertilité et a la
reproduction. Elles sont particulierement importantes dans le développement du systeme
nerveux. Le déficit en hormones thyroidiennes conduit a de tres séveres retards mentaux
chez 'Homme. Dans les régions naturellement pauvres en iode, la déficience en hormones
thyroidiennes du feetus est responsable de I'apparition de retard mental connu sous le nom
de crétinisme, découvert en 1977 par Leloup et Buscaglia. Durant I’enfance, un manque en
hormones thyroidiennes provoque des retards de croissance. Chez I'adulte, il provoque plus
généralement une hypothyroidie qui se traduit par une diminution du métabolisme général

(Larsen 1998).

Une autre fonction essentielle des THs est de favoriser la calorigenése, pour |'essentiel en
augmentant la consommation d’oxygéne et la synthése d’ATP dans de nombreux organes,
notamment dans le foie et les muscles. Cette régulation par les THs est dose-dépendante et

est observée pour des concentrations physiologiques (Degroot et al., 1989).
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C.4.4. Les modes d’action des THs

La T3, la forme active des THs, est communément connue comme le ligand nucléaire d’un
type de récepteurs nucléaires, les récepteurs thyroidiens (TRs). Il s’agit du mode d’action
génomique de la T3. Il existe un mode d’action de la T3 non génomique, moins bien connu,
ou la T3 intervient dans certaines voies de signalisation cytoplasmiques. Ces deux modes
d’action sont décrits ci-dessous. Malgré le role des CTBPs, de transporteur de T3 dans le
noyau (action génomique de la T3), ces protéines sont répertoriées dans la littérature
comme des protéines impliquées dans l'action non génomique de la T3 par leurs
localisations majoritairement cytoplasmiques. Cette classification suggere un role
supplémentaire des CTBPs qui supplémente le role de stockage et de transport nucléaire de
la T3. Il rappelle le double role identifié pour une des CTBPs décrite précédemment, la
protéine ALDH/CTBP du Xénope (Yamauchi et al., 1999). Ce r6le des CTBPs sera illustré dans
la partie « mode d’action non génomique ». Cette voie de la T3 est trés peu documentée
comparée a la voie génomique au niveau des récepteurs TRs qui est également présentée ci-

dessous.

C.4.4.1. Mode d’action génomigue

La T3 est le ligand des récepteurs thyroidiens (TRs), des récepteurs nucléaires qui
appartiennent a la superfamille des récepteurs des stéroides. Les TRs sont des facteurs de
transcription inductibles par la T3. lls sont codés par deux génes localisés sur deux
chromosomes différents. Le gene TRp, localisé sur le chromosome 3, code pour trois
isoformes TRPs. Ces TRs possedent trois principaux domaines fonctionnels (Figure 12.A) : le
domaine A/B a I'extrémité N-terminale qui a une fonction de transactivation indépendante
de la T3, le domaine C, qui est le domaine de fixation a ’ADN et le domaine D/E, qui est le
domaine de fixation de la T3 et qui possede une fonction de transactivation dépendante de

laT3.

Les isoformes TRBs présentent une forte homologie de séquence pour les domaines C et
D/E, respectivement, de fixation a ’ADN et a la T3. lls différent au niveau de la taille du
domaine A/B, correspondant a la fonction de transactivation indépendante de la T3 (Figure

12.B). L'isoforme TRPB3 possede une forme tronquée appelée TRAB3 (produit a partir du
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promoteur interne) qui ne posséde pas le domaine A/B ainsi que le domaine de fixation a
I’ADN. Le gene TRa, localisé au niveau du chromosome 17, code pour un récepteur TRal et
deux variants issus d’épissages alternatifs (TRa2 et TRa3). Ces variants different de TRal au
niveau du domaine D/E. Par conséquent, ces variants, TRa2 et TRa3, posseédent un domaine
de fixation de la T3 non fonctionnel. lls possedent chacun une forme tronquée appelée,
respectivement, TRAal et TRAa2. Ces formes tronquées ne possédent pas le domaine A/B

et le domaine C mais conserve la partie fonctionnelle du domaine D/E (Cheng et al., 2010).
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Figure 12 : (A) Représentation de I'organisation des domaines des TRs et de leurs fonctions. La plupart des TRs
sont composés de quatre domaines : un domaine C qui lie ’'ADN (appelé DBD pour DNA-Binding Domain), un
domaine E qui lie la T3 (appelé LBD pour Ligand-Binding Domain). Les sites d’interaction TR/cofacteurs sont
essentiellement localisés dans le domaine LBD. Il existe également au niveau de ce domaine, un domaine de
transactivation dépendante du ligand, appelé AF-2 (Fonction d’activation 2). Une méme fonction d’activation
existe au niveau du domaine DBD, AF-1 mais qui est indépendante du ligand. Adapté de Darimont et al., 1998.
(B) Représentation schématique des isoformes TRs. L’épissage alternatif des transcrits primaires (TRB1, TRB2,
TRB3, TRal, TRa2 et TRa3) est a I'origine de quatre autres isoformes. Les TRs présentent une forte homologie
de séquence pour le domaine de fixation a 'ADN (appelé domaine C, représenté en noir) et a la T3 (domaine
D/E, représenté en blanc). Le domaine A/B varie en longueur et en séquence d’acides aminés (indiqué par

différents symboles). D’aprés Cheng et al., 2010.

Les TRs s’organisent en simple ou double chaine polypeptidique, de la méme maniére que
les autres récepteurs qui sont membres de la superfamille des récepteurs stéroides. Les
structures tridimensionnelles de certains TRs ont été résolues, telle que la structure

cristallographique du récepteur TRB1 humain (Figure 13).

Site d’interaction avec
") lescorépresseurs
Site d’interaction avec 4
les coactivateurs

Figure 13 : Représentation de la structure cristallographique (PDB 1NAX) de TRB1 complexé a la T3 (en jaune).

Indication du domaine de fixation des co-activateurs (en rouge) et des co-répresseurs (en bleu).
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Au niveau du domaine de liaison a I’ADN, les TRs interagissent sur |'élément de réponse a
I’'hormone thyroidienne, appelé TREs (Thyroid hormone Response Element) des génes cibles
de la T3. Contrairement a I'extrémité N-terminale (domaine A/B), le domaine C, de fixation
de la T3 (appelé également LBD pour Ligand-Binding domain) présente une forte homologie
de séquences entre les différents isoformes de TRs. Ce domaine LBD n’a pas uniquement un
role de fixation de la T3 mais aussi un role d’interaction avec les protéines co-répressives
(CoRs) ou co-activatrices (CoAs), connues sous le nom de récepteurs co-régulateurs (Leonard
et al., 1990). Il est également impliqué dans ’lhomodimérisation des TRs sur I’ADN et leurs
hétérodimérisations avec les autres récepteurs nucléaires de la méme superfamille, tels que
les récepteurs X rétinoides (RXRs). L'analyse structurale du domaine LBD montre que la
fixation du ligand induit des changements structuraux importants qui facilitent la

dissociation des répresseurs et I'association des activateurs (Wagner et al., 1995).

Les TRs se fixent sur les éléments de réponse a I’hormone thyroidien (TREs) pas uniquement
en tant que homodimere mais aussi comme hétérodimere avec d’autres récepteurs
nucléaires, tels que les RXRs, récepteur a la vitamine D et tous les autres sous-types de
récepteurs rétinoides. La dimérisation avec RXR augmente significativement la fixation des
TRs sur les TREs en favorisant la fixation de la T3 et I'activation de la transcription (Zhang et

al. 1993).

Les TRs peuvent également se fixer sur les éléments de réponse d’autres récepteurs
nucléaires. Par exemple, ils sont impliqués dans la voie de signalisation du métabolisme
lipidigue connue sous le nom de peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR). Le
récepteur PPARy régule ses génes cibles par la fixation de I’hétérodimere TRB/RXR sur

I’élément de réponse de PPAR (Araki et al. 2005).

Enfin, certaines régulations croisées des TRs n’‘impliquent pas d’interaction directe entre les
deux récepteurs TR/RXR. Par exemple, les TRs influencent la voie du récepteur de I'acide
rétinoique (RAR) en régulant I'expression de la protéine CRABP1 (Cellular Retinoic Acid
Binding Protein 1). Cette protéine cytoplasmique fait parti de la famille des CRABPs, décrite
précédemment dans ce manuscrit. Elle module, de la méme maniere que les CTBPs pour la

T3, la concentration d’acide rétinoique libre dans la cellule (Wei et al., 1999). Si une telle
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coopérativité existe entre les TRs et les CRABPs, alors, il est possible d’'imaginer un tel

mécanisme de régulation entre les CTBPs et les TRs ou entre CTBPs/RAR.

Ces exemples de régulations croisées montrent que l'action des TRs s’inscrit dans un
véritable réseau transcriptionnel de récepteurs nucléaires. De tels réseaux seraient
impliqués dans de grandes fonctions physiologiques. Bookout et collaborateurs (2006) ont
tenté d’intégrer ces voies de signalisation dans une échelle supérieure, afin d’élucider les
acteurs et les fonctions associées. La compréhension de ces actions croisées des récepteurs
nucléaires pourrait permettre d'élucider le role des acteurs protéiques de la voie de
signalisation des THs, comme les CTBPs et en particulier la protéine CRYM de mammiferes

qui a été étudiée dans ce projet de thése.

Par ailleurs, I'expression des isoformes TRs est tissu-dépendante (Tableau 4) et la régulation
s’effectue en fonction du stade de développement. Par exemple, le TRal est exprimé durant
le stade précoce embryonnaire alors que les TRBs sont exprimés durant le stade tardif du

développement.
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Tableau 4 : Localisation tissulaire de I'expression des TRs. Adapté a partir de Cheng et al., 2010.

Cette expression différentielle explique la diversité des isoformes TRs qui semblent avoir des

fonctions physiologiques différentes selon les tissus ou ils sont exprimés. Cette hypothese

est confortée par les différents profils d’expression spatio-temporels des isoformes de TRs

dans le systéme nerveux aux stades embryonnaire et post-natal (Bradley et al., 1992).

L'expression des transcrits de TRal et TRa2 est enrichie dans la couche néocorticale du

foetus qui correspond au site de différentiation des neurones corticaux. Quant aux transcrits

TRPB1, ils sont préférentiellement exprimés dans les zones de prolifération des neuroblastes

(cellules souches nerveuses), tels que la couche cortico-ventriculaire et le trigone germinal*.
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Les transcrits TRB2 sont exprimés au cours du développement de I'hippocampe et du
striatum. Cette expression spatio-temporelle différentielle suggere que les isoformes TRs
pourraient jouer des fonctions différentes durant le développement. Cette hypothese est
confortée par les expériences d’inactivation des TRs chez la souris qui montrent une fonction
spécifique et coopérative entre les TRs. Par exemple, I'inactivation du géne TRP chez la
souris provoque un dysfonctionnement de I'axe hypothalamo-hypophysaire et un déficit de
développement des fonctions auditive et oculaire (Jones et al., 2007, Forrest et al., 1996). La
délétion simultanée de TRal et TRa2 induit un probléeme de développement post-natal et

diminue I'espérance de vie.

La biodisponibilité locale de la T3 est un facteur majeur de régulation des TRs. Ce mécanisme
de régulation de I'expression des TRs par la biodisponibilité de la T3 a été démontré au
niveau du cerveau. La distribution de T3 dans le cerveau a été déterminée par différentes
techniques, parmi elles, I'injection de [**°I1]T3 ou de [**1]T4, suivie d’un autoradiogramme
sur coupes de cerveau (Pinna et al., 2002). Cette étude a montré que I'entrée de T3 et de T4
dans le cerveau est hétérogeéne. Chez le rat, un dosage biochimique de T3 et de T4 dans
différentes régions cérébrales montre des variations de 1 pmol/g dans le cervelet a 2,8
pmol/g dans le mésencéphale*. La concentration de T3 est aussi soumise a des variations
circadiennes. Par exemple, la concentration de T3 est plus élevée (1,6 fois) en période diurne
gu’en période nocturne chez le rat. Un immunomarquage anti-T3 (Rozanov and Dratman,
1996) a permis de visualiser I’hétérogénéité de la distribution de la T3 directement sur des
coupes histologiques de cerveau. La région striatale, la substance noire compacte et le
globus pallidum présentent un marquage de la T3 proéminent en comparaison avec les
autres régions du cortex frontal. Par ailleurs, la cochlée, un tissu de |'oreille interne, présente
les mémes caractéristiques de marquage de la T3 que la région striatale, le SNC et le GP.
Cette enrichissement de la T3 dans ces régions cérébrales suggére un lien avec la protéine
mCRYM dont I'expression est sélective dans le striatum et la cochlée (Brochier et al., 2008 ;
Abe et al., 2003). En outre, I'étude laisse supposer que la distribution de la T3 dans le
cerveau est hétérogéne (Rozanov and Dratman, 1996). De nombreuses études sont menées
sur les spécificités du métabolisme cérébral de la T3 pour comprendre cette distribution

hétérogene.
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Par ailleurs, le cerveau est protégé de fluctuations importantes de la concentration en T3 par
I'intermédiaire des désiodases. Lorsque I'expression de la D2 augmente, la quantité de T4
diminue, ce qui permet de préserver une concentration normale de T3 (Guadano-Ferraz et
al., 1999). Au contraire, de fortes concentrations de T3 et T4 stimulent I'expression locale de
la D3, qui code pour I'enzyme qui est responsable du catabolisme de la T4 et T3 (en T2 et
rT3). Cette régulation par les désiodases est possible car ces enzymes possedent une activité
locale due a un profil d’expression restreint. Par exemple, la D3 est fortement exprimée dans
les neurones pyramidaux de I’hippocampe, les cellules granulaires du gyrus dentelé et les
couches Il et VI du cortex cérébral (Tu et al., 1999). La D2 est exprimée essentiellement dans
trois types cellulaires : les cellules gliales*, les tanicytes* borbant le troisieme ventricule et
les astrocytes* dans tout le cerveau (Guadano-Ferraz et al., 1997). Le niveau d’expression
des désiodases n’est pas exactement corrélé a leur activité enzymatique : la D2 a une activité
4 fois plus élevée dans le cortex frontal que dans le mésencéphale, alors que son expression
est plus forte dans le mésencéphale. Toutefois le métabolisme de la T3, par I'intermédiaire
des désiodases, ne peut pas expliquer a lui seul la distribution hétérogene de T3 dans le
milieu extracellulaire cérébral. Le transport de I’hormone le long des axones des neurones
pourrait aussi influencer sa concentration locale (Gordon et al., 1999). En effet, une lésion du
locus coeruleus* diminue la quantité de T3 dans les corps cellulaires et les axones des
neurones noradrénergiques de I’hippocampe et du cortex cérébral. L’hypothese serait que la
T3 est accumulée dans le locus coeruleus et distribuée aux cibles post-synaptiques via des

transports dont les CTBPs en font probablement parti.

C.4.4.2. Mode d’action non génomique

Le mode d’action non génomique de la T3 regroupe toutes les actions de la T3 qui ne font
pas intervenir une activation transcriptionnelle médiée par les TRs. Ces mécanismes de
régulation de la T3 débutent dans le compartiment cytoplasmique et font intervenir

différentes voies de signalisation (Figure 14).
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Figure 14 : Actions non génomiques de la T3. Par exemple, les THs se fixent sur un récepteur membranaire,
I'intégrine aVP3, et activent la voie des Kinases MAPK. Il est également possible que cette action non
génomique soit associée a une action génomique par phosphorylation des TRs qui résulte de I'activation de la

transcription de génes cibles. D’aprés Yen, 2006.

Les principaux exemples d’actions non génomiques de la T3 identifiés sont répertoriés dans
le tableau 5. Les protéines cytoplasmiques impliquées sont soit des récepteurs nucléaires
(par exemple les TRs comme navette nucléo-cytoplasmique que nous verrons plus en détails
dans la partie qui suivra) qui résident provisoirement dans le cytoplasme, soit des protéines

qui résident largement mais non exclusivement dans le cytoplasme telles que les CTBPs.

Les CTBPs-NADPH dépendantes sont des protéines cytoplasmiques, par leur role de stockage
de la T3 et nucléaires, par leur réle de transporteur nucléaire de la T3. Les CTBPs sont
classées comme des acteurs du mode non génomiques de la T3 (Cheng et al., 2010). Pour le
moment, de telles implications des CTBPs-NADPH dépendantes n’ont pas été clairement
démontrées mais il ne serait pas surprenant que les CTBPs-NADPH dépendantes aient un
double réle comme cela a été identifié pour deux CTBPs : les pyruvates kinases, p58 PKM, de
sous-unité My et M, (p58 PKM, et p58 PKM,). L’action de la CTBPs/kinase p58 PKM, a été
décrite dans la partie C.3 de ce présent manuscrit. Cette protéine a un double role, d'une
part, en présence de T3, elle a un réle de CTBPs, par le transfert de la T3 dans le noyau, et,

d’autre part, en absence de T3, son activité kinase est restaurée. Cependant, les voies de
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signalisation dans lesquelles ces pyruvates kinases interviennent ne sont pas encore

connues.
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Tableau 5: Principaux exemples des actions non génomiques de la T3 impliquant des protéines

cytoplasmiques. Adapté de Cheng et al., 2010

Tout comme les THs, les mitochondries sont tissus-spécifiques. Elles ont en commun 60% de
leurs protéosomes, les 40% restant sont des protéines mitochondriales spécifiques aux types
cellulaires ou elles sont localisées, donc un profil protéomique spécifique au tissu d’origine
(Pagliarini et al., 2008). Les THs sont également impliquées dans différentes fonctions
mitochondriales : génération d’ATP (Brand et al., 2005), de chaleur (Brand et al., 2005),
mitochondriogénese (Garstka et al., 1994) et activation de genes mitochondriaux (Wrutniak
et al., 1995). Quelques exemples sont rapidement présentés ci-dessous pour illustrer ce role

mitochondrial, non génomique, des THs qui est dans certains cas TRs-dépendant :

- Pour la génération d’ATP, les THs agissent au niveau des mitochondries en favorisant
le découplage des phosphorylations oxydatives (Palacios-Romero et al., 1979 et

Cheng et al., 2010).

- La génération de chaleur est induite par une fuite de proton médiée par la
superfamille de transporteurs mitochondriaux UCPs (UnCoupling Proteins). Dans les
mitochondries des tissus adipeux bruns de souris, I’expression d’'UCP1 est régulée par

les THs et les catécholamines (des dérivés de tyrosine), (Cadenas et al., 2002).

- Les THs sont également connues pour augmenter le nombre de mitochondries dans
une cellule. Deux facteurs de transcription mitochondriaux exprimés par des genes
nucléaires, le coactivateur-1 PPAR (appelé aussi PGC-1), (Wu et al., 1999) et le facteur
de transcription mitochondrial A (Fisher et al., 1992 et Marin-Garcia et al., 2000) sont
TH-dépendants. Les THs peuvent également affectées la transcription de genes
mitochondriaux a travers les TRs, localisés dans les mitochondries. Ces TRs ne
possedent pas le domaine A/B qui est indispensable pour la fonction de
transactivation au niveau du noyau. Cette absence du domaine A/B démontre que
I’action du complexe TR/T3 n’est pas sous le contréle d’'un mécanisme d’activation de
la transcription au niveau du génome nucléaire. Par exemple, I'expression du TRaAl
chez le Xénope et les mammiféres conduit a un phénotype particulier de la matrice
mitochondriale par une augmentation du gradient de protons et une inhibition de la

libération du cytochrome c d’'une maniére TH-dépendante.
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Des mécanismes similaires induits par d’autres transporteurs de T3 comme les TRs ne sont
pas encore connus mais il est possible d’imaginer une régulation des fonctions

mitochondriales par des CTBPs, notamment les CTBPs NADPH-dépendantes.

C.5. Les transporteurs plasmiques des THs

Il a été longtemps considéré que les THs sont internalisées dans les cellules cibles par
diffusion passive, en raison de leur caractére lipophile. L'identification de transporteurs
transmembranaires a réfuté cette idée (Hennemann 2005). Il existe différents transporteurs
plasmiques de la T3 qui appartiennent a différentes familles, tels que les polypeptidiques
cotransporteurs de Na*/taurocholate (appelés NTCP pour Na*-taurocholate co-Transporting
Polypeptide), les transporteurs d’anions organiques (appelés OATP pour Anion Transporting
Polypeptide) et les transporteurs des L-acides aminés (appelés LAT1 et LAT2 pour L-type
Amino acids Transporters). L’'ensemble de ces transporteurs a été identifié¢ comme des
régulateurs du passage de la T3 a travers la membrane plasmique (Jansen et al., 2005). Le
transporteur OATPC1 a une forte affinité et spécificité pour la T4. De plus, il est fortement
exprimé dans les capillaires du cerveau (Pizzagalli et al., 2002). Ces deux caractéristiques font
qgue le transporteur OATPC1 pourrait étre impliqué dans le transport de la T4 a travers la

barriere hémato-encéphalique.

Le transporteur d’acide MonoCarboxiliques 8 (MCT8) de la T3 est fortement exprimé dans le
foie et le cerveau, en particulier dans les neurones sensibles a I'hormone thyroidienne
(Heuer et al., 2005). Chez I'Homme, des mutations du gene MCT8 ont été associées a un
retard mental sévere et a une concentration élevée de T3 dans le sérum (Jansen et al., 2005
et 2007). Friesema et collaborateurs (2008) ont montré par cotransfection de CRYM et MCT8
dans des cellules mammiferes que la protéine CRYM a une influence sur 'activité de MCTS,
en augmentant la capacité de ce transporteur a internaliser la T3 et la T4. Ces résultats
montrent qu’il existe une coopérativité entre les transporteurs plasmiques (MCT8) et les
transporteurs intracellulaires (CRYM) pour la régulation de la concentration intracellulaire en

THs.
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C.6. Transport nucléo-cytoplasmique et régulation de la T3 dans le noyau

La disponibilité intracellulaire de I'hormone peut étre régulée par différents mécanismes.
Chez le Xénope, il a été montré que la T3 induit I'expression de TRP pendant la
métamorphose (Buchholz et al., 2005). Les TRs sont connus pour leur role de récepteurs
nucléaires. Pourtant, Baumann et collaborateurs (2001) ont montré que les récepteurs TRs
se déplacent en permanence entre le noyau et le cytoplasme. Des inhibiteurs génériques de
transporteurs, au niveau de la membrane nucléaire, n’affectent pas leur entrée dans le
noyau, suggérant ainsi qu’ils peuvent franchir la membrane nucléaire par diffusion passive. A
I'opposé, leur transport nucléo-cytoplasmique est abolit dans des cellules privées d’ATP. Ce
gui montre qu’une étape requiert un transport actif (Bunn et al., 2001). Cette hypothese est
confortée par Shank et collaborateurs (2005) qui proposent la calréticuline* comme protéine

d’export nucléaire des TRs.

En absence de T3, la localisation nucléaire des TRs est favorisée par la coexpression de son
partenaire d’hétérodimérisation RXR (Baumann et al.,, 2001). La localisation nucléaire des
TRs dépend également de sa phosphorylation dans le domaine de liaison a 'ADN. Par
exemple, dans le Xénope, TRal phosphorylé est détecté dans le noyau, tandis que TRal non
phosphorylé est détecté dans le cytoplasme (Nicoll et al., 2003). L’état de phosphorylation
de TRal change rapidement et sa phosphorylation s’effectue dans le noyau, ce qui suggere

gue son traffic et donc son activité seraient régulés par des kinases nucléaires.

Pour le moment, aucune étude ne permet d’estimer le niveau de régulation de la T3 par les
CTBPs et par les TRs. Les CTBPs sont-elles indispensables pour la régulation de la
concentration de T3 dans la cellule ? Pour I'adressage de la T3 dans le noyau ? Quelles sont

les particularités fonctionnelles des CTBPs ?

C.7. Les études fonctionnelles sur CRYM de mammiféres

C.7.1. Implication de CRYM dans la surdité non syndromique

La protéine hCRYM sauvage est fortement exprimée dans les fibroblastes de la cochlée*.
Lorsqu’elle est mutée, la protéine hCRYM est responsable d’une pathologie auditive qui est

connue sous le nom de surdité non syndromique. Les surdités non syndromiques peuvent
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étre causées par des facteurs environnementaux et/ou génétiques. Abe et collaborateurs
(2003) ont étudié les mutations du géne hCRYM chez 192 patients atteints d’une surdité non
syndromique. L’analyse a mis en évidence deux polymorphismes génétiques dans ce groupe
de patients. Une mutation dans I'exon 8, d’origine héréditaire, qui est causée par une
substitution ponctuelle du résidu Lys314 en thréonine (K314T). L’autre mutation est causée
par I'addition d’un résidu tyrosine a I'extrémité C-terminale (X315Y). Cette mutation X315Y,
contrairement a la mutation K314T, a une origine sporadique. Par conséquent, elle pourrait

étre causée par un facteur environnemental.

Cette méme équipe a étudié la localisation cellulaire des deux formes de protéines hCRYM
mutées par transfection de hCRYM mutées fusionnées a un tag HA dans les cellules COS-7*
(d’'une maniere isolée). 72h et 96h aprés transfection, les protéines hCRYM mutées
présentent un profil d’expression avec une localisation hétérogene ; hCRYM K314T présente
une localisation périnucléaire alors que hCRYM X315Y, une localisation cytoplasmique,
caractérisée par un motif vacuolaire. Cette localisation aberrante n’est observée dans aucun
des clones cellulaires exprimant la protéine hCRYM sauvage qui présente une localisation
diffuse, principalement, dans le cytoplasme. L'origine de cette perturbation de localisation

de hCRYM mutées n’est pas encore connue.

C.7.2. Relation entre la protéine hCRYM et le récepteur aux androgénes

Une autre étude a montré une implication de la protéine hCRYM dans le cancer de la
prostate androgéne-dépendant (Malinowska et al., 2009). Cette étude montre que

I’expression de hCRYM est régulée par les hormones androgénes.

L’action des androgenes se fait par I'intermédiaire du récepteur aux androgénes (AR), qui
appartient a la méme superfamille, les récepteurs stéroides, que les récepteurs TRs. Tout
comme les TRs, les ARs ont un role de facteur de transcription. Les androgenes, de la méme
maniére que la T3 pour les TRs, sont les ligands qui se fixent sur les ARs et induisent la
transactivation de genes cibles par la fixation de I’homodimere ARs sur I'EIément de Réponse
a I'Androgene (ARE). La fixation des androgénes induit donc une activation de la

transcription de génes sous le contréle de I'ARE.
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Le récepteur aux androgénes présente une forte homologie de séquence avec les TRs.
L'organisation des domaines fonctionnels est sensiblement similaire a celle des TRs (Figure
15, page 36). Le ligand, ’hormone androgéne (par exemple la dihydrotestosterone, DHT), se
fixe sur un site de fixation présent dans le domaine LBD, ce site est appelé BF-1 (Binding
Function-1) et correspond a la cible thérapeutique des drogues anti-androgene utilisées pour
traiter le cancer de la prostate androgene-dépendant. Par sa fixation au niveau du site BF-1,
I'androgéne provoque un changement de conformation au niveau du site AF-2. Ce
changement de conformation induit I’activation du site AF-2 par la fixation, a son niveau, du
complexe protéiques co-activatrices (CoAs) qui remplace le complexe de protéines co-
répressives (CoRs). La fixation de ce complexe protéique, CoAs, est indispensable pour

I’activation de la transcription par les ARs.

La protéine hCRYM présente un profil d’expression plus élevé dans les tissus cancéreux par
rapport aux tissus sains. Cette surexpression est due a une régulation du gene codant pour la
protéine hCRYM par les androgenes. Ceci a été montré par |'utilisation de drogues anti-
androgenes (bicalutamide et hydroxyflutamide) et par l'utilisation de siRNAs qui induisent
une diminution de I'expression des transcrits codant pour une hormone androgene. Ceci
induit une diminution de I'expression de hCRYM au niveau des transcrits mRNA et au niveau
protéique. Ces résultats sont en concordance avec ceux de Mousse et collaborateurs (2002)
gui montrent une diminution du profil d’expression des transcrits de hCRYM pour des
tumeurs qui ont développées une résistance a la thérapie anti-androgéne (apparition de
tumeurs androgenes-indépendantes). Cette méme étude, effectuée en présence de T3, ne
semble pas avoir d’effet significatif sur I'expression de la protéine hCRYM (Malinowska et al.,

2009). Par conséquent, la T3 n’a pas d’influence sur I'expression de hCRYM.

Par ailleurs, le traitement d’une lignée tumorale prostatique androgéne-dépendante (MDA
PCa 2b) en présence de T3 induit une augmentation de la prolifération des cellules et cet
effet est augmenté en présence d’androgenes. Le mécanisme T3-dépendant a I'origine de la

prolifération des cellules cancéreuses n’a pas encore été élucidé (Malinowska et al., 2009).

Le mécanisme de remodelage du récepteur AR a été étudié par Estébanez-Perpind et

collaborateurs (2007), par la résolution des structures cristallographiques du domaine LBD
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(domaine de fixation des androgénes) de I’AR complexé a une androgene (DHT) et a des

molécules thérapeutiques potentiellement inhibitrices du site AF-2 (appelé également BF-2).

Pour contrer le mécanisme de résistance aux drogues anti-androgenes, le site AF-2, par son
role clé dans l'activation de la transcription, pourrait constituer une excellente cible
thérapeutique. Les auteurs de cet article ont donc criblé une chimiothéque capable de se
fixer sur le site AF-2 et d’inhiber son action. La structure cristallographique du domaine AF-2
complexé au DHT (induction de I'activation du site AF-2) et a certaines de ces drogues
montre que les acides aminés du site AF-2 créent une nouvelle poche profonde, qui
correspond au site BF-3 (proche du site initial d’AF-2). Le site BF-3 est capable d’accueillir des
molécules aromatiques telles que la T3 et une autre molécule dérivée de la T3: 3,3’,5-
triiodothyroacetic acid (TRIAC), ainsi que des molécules anti-inflammatoires non stéroides
(Figure 15). Ce site BF-3 n’était pas connu auparavant et pourrait constituer une nouvelle
cible thérapeutique pour remplacer les thérapies anti-androgenes actuelles qui induisent des
phénomeénes de résistances tumorales. Cette résistance aux drogues anti-androgeénes
développée par les tumeurs pourrait s’expliquer par un changement de conformation du site
AF-2 qui est a nouveau capable d’induire la fixation des co-activateurs par I'intermédiaire
d’un autre site BF. Cette activation d’AF-2, via, un nouveau site BF nouvellement remodelé
pourrait étre provoquée par la fixation d’un partenaire, en réponse aux drogues anti-

androgeénes.
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Figure 15 : Structure du domaine LBD du RA complexé au DHT (effet activateur sur le site AF-2 par sa fixation
sur le site BF-1) et a la T3 (effet inhibiteur sur le site AF-2 ou BF-2 par sa fixation sur le site BF-3) (A)
représentation des sites AF-2 (cyan) et BF-3 (rouge), vue sur le site AF-2 ; (B) rotation de 90° de A, vue sur le
site BF-3 (C) Représentation des structures secondaires du domaine LBD complexé au DHT (vert), les structures
secondaires importantes pour I'activation d’AF-2 sont les hélices a 1, 3, 5 et 12 ; (D) Structure du domaine LBD

complexé au DHT et a la T3 (jaune). Adapté a partir de Estébanez-Perpina et al., 2007.

Cependant, ces résultats qui montrent un effet inhibiteur de la T3 et du TRIAC par leur

fixation au niveau du site BF-3 sont en contradiction avec les résultats, in vivo, obtenus par
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Malinowska et collaborateurs (2009) qui montrent une augmentation de la prolifération des
cellules cancéreuses induite par la T3, donc un effet activateur de la T3. Ces différences
pourraient s’expliquer par l'intervention, in vivo, de protéines avec un effet CoRs qui
masqueraient le site BF-3 ou bien induisent un changement de conformation de ce site par
une fixation a proximité de celui-ci ou du site AF-2. De plus, la résolution des structures
cristallographiques avec ces molécules, dont la T3, s’est effectuée sur le domaine LBD, isolé
des autres domaines de I’AR. Ceci peut également influencer la conformation du domaine
LBD qui, par conséquent, pourrait favoriser la conformation du site BF-3 pour la fixation de la

T3.

En définitive, ce lien entre la T3 et les récepteurs ARs ainsi que le controle de I'expression de
hCRYM par ces récepteurs nucléaires suggerent une implication possible de la voie de

signalisation de la T3 et de hCRYM dans le cancer de la prostate.

Par ailleurs, rappelons que le gene codant pour le récepteur AR est muté par une expansion
anormale du trinucléotide CAG dans I'amyotrophie bulbospinale (SBMA), (Banno et al.,
2009), I'une des 14 maladies dites a expansion du trinucléotide CAG dont la MH. En outre,
I’expression de la protéine mCRYM a été identifiée dans la région bulbo spinale, cependant,
son expression est trés modérée dans cette région en comparaison avec la région striatale
(http://mouse.brain-map.org/brain/Crym.html?ispopup=1). En définitive, ce lien entre la
protéine hCRYM et le récepteur AR pourrait impliquer une possible perturbation de

I’expression de hCRYM dans des cas de SBMA.

C.8. Les études structurales sur CRYM de mammiféres et ses homologues

C.8.1. La structure de hCRYM complexée au NADPH

La protéine hCRYM est une CTBP-NADPH dépendante qui est capable de fixer la T3 et de
réguler la concentration intracellulaire de la T3 libre par I'intermédiaire du couple redox
NADPH/NADP" (Vie et al., 1997). Le mécanisme proposé par Vie et collaborateurs (1997) est
comparable a celui des autres CTBPs-NADPH dépendantes précédemment décrites. Ce
mécanisme implique une forme active, hCRYM complexée au NADPH (hCRYM/NADPH), qui

fixe la T3 et inhibe son action nucléaire, et une forme inactive, hCRYM complexée au NADP

(hCRYM/NADP?), qui fixe la T3 et active son réle nucléaire. De plus, le transport nucléaire de
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la T3 par hCRYM a également été démontré in vivo (Mori et al.,, 2002 ; Hashizume et al.,
1989). Cependant, le mécanisme d’action de hCRYM n’est pas encore connu. La résolution
de la structure cristallographique du complexe hCRYM/NADPH (Cheng et al., 2007, code
d’accés PDB 2199) révele I'organisation structurale de la protéine et le site de fixation du
NADPH (Figure 17). La structure de hCRYM/NADPH a été résolue par la méthode de
remplacement moléculaire* en utilisant le modéle de I’Alanine déshydrogénase d’A.fulgidus
(AfAlaDH, Gallagher et al., 2004, numéro d’acces PDB 10MOQO). Cette protéine présente
environ 40% d’homologie avec hCRYM et fait parti de la famille des CTBPs/OCDs (qui sera
présentée ultérieurement). La structure de hCRYM/NADPH présente deux monomeres dans
I'unité asymétrique* (Figure 17.B) et les deux monomeres présentent une forte similarité
(RMSD* de 0,39 A). La structure finale de hCRYM comprend les résidus A2-A313, B3-B313,
149 molécules d’eau et deux molécules de NADPH. Le dernier résidu Lys314, muté dans les
cas de surdité non syndromique, a I'extrémité C-terminale est invisible. L’absence de ce
résidu dans la structure de hCRYM/NAPDH est certainement due a sa flexibilité. L’extrémité
C-terminale de hCRYM est proche de I'extrémité N-terminale. Les deux extrémités sont
localisées dans le domaine de dimérisation et de fixation de la T3. Oshima et collaborateurs
(2006) ont montré que la mutation K314T a pour effet d’abolir I'’effet du NADPH sur I'affinité

de la T3 pour hCRYM, en la diminuant, alors que X315Y augmente son affinité.
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Figure 17 : (A) Structure cristallographie du dimere physiologique de hCRYM complexée au NADPH ; (B)
Monomere de hCRYM. Adapté a partir de Cheng et al., 2007.

La protéine hCRYM est organisée en deux principaux domaines fonctionnels : le domaine de
fixation de la T3 et le domaine de fixation du NADP(H) (I'annotation NADP(H) désigne le
NADPH ou le NADP®), (Figure 18). Le domaine de fixation du NADP(H), compris entre les

résidus 131 et 194, présente une organisation sensiblement similaire aux domaines NADP(H)
60
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connus. De plus, il comporte le motif GxGxxA/G caractéristique de la fixation des
dinucléotides et qui est conservé chez toutes les protéines avec un domaine a NAD(P) (Cette
annotation désigne les deux couples redox NADP(H) et NAD(H)). Les domaines NAD(P)
présentent une alternance de brins B et d’hélices a (BaBaBa), connus sous le nom de
Rossmann fold. Chez hCRYM, le domaine de Rossmann présente de multiples interruptions
par I'ajout ou la suppression de structures secondaires non caractéristiques de ce domaine
qui donne cette organisation BAaABBaBBCaCBDBEaD BF. Dans cette
organisation, il manque une hélice a entre les brins BD et BE. Un sous-domaine (appelé
domaine BE’-aE”) est intercalé entre I’hélice aD et le brin BF du domaine de Rossmann et
qui est composé de deux brins B (BE’et BE”’) et de trois hélices a (aE, aE’ et aE”’) (Figure 17.B
et Figure 18). Ce domaine se trouve tres éloigné du site de fixation du NADP(H). Cette
organisation de Rossmann fold like pourrait constituer la spécificité de la famille des CTBPs

pour le domaine du NADP(H).

Domaine de dimerisation /
Site de fixation T3

Domaine de fixation
NADPH/NADP*

Figure 18 : diagramme de représentation des structures secondaires de hCRYM/NADPH
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Une molécule de NADPH est observée dans chaque monomere de hCRYM. La fixation de la
molécule de NADPH sur hCRYM implique des liaisons hydrogénes engagées directement
avec les résidus de hCRYM et certaines, indirectement, par I'intermédiaire de molécules

d’eau (Figure 19). La fixation de la molécule de NADPH par hCRYM est sensiblement similaire

a celle des autres protéines avec un domaine de fixation du NADP(H).

Figure 19: Résidus de hCRYM impliqués dans l'interaction avec le NADPH (A) Représentation du site
d’interaction du NADPH, I’hélice a3 est impliquée dans la fixation du NADPH (représenté en vert), une structure
secondaire partagée entre les 2 domaines (NADPH et T3/dimérisation). Les molécules d’eau sont représentées
en sphere rouge; (B) Représentation des liaisons hydrogénes entre le NADPH et les résidus de hCRYM

impliqués dans l'interaction. D’apres Cheng et al., 2007.

Le domaine de dimérisation est composé des résidus 2-130 et 195-311 (Figure 18). Ce
domaine est également le domaine de fixation de la T3, mis en avant avec la structure de
mCRYM/T3/NADP(H) (qui sera présentée ultérieurement). Ce domaine comporte un feuillet
B antiparallele, composé de sept brins B (de Bl a B7) dont les brins Bl et B1’ qui ne

présentent pas une orientation antiparallele. Ce domaine comporte également quatre
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hélices a (de al a a4). Les deux monomeres sont tres similaires sauf au niveau de la boucle
comprise entre les brins B4 et B5 du domaine de dimérisation et de fixation de la T3
(appelée boucle B4- B5, du résidu 80 a 91). Cette boucle, exposée a la surface de la protéine,
présente des conformations différentes dans chague monomere qui sont associées a des
isomérisations trans/cis du résidu Pro90 (Figure 20). Cette double conformation de la boucle
B4-B5 semble suggérer une flexibilité de cette boucle qui n’est pas impliquée dans I'interface
de dimérisation et semble plut6t orientée vers le site de fixation de la T3 et du NADP(H).
Cependant, elle n’est pas assez proche du cofacteur NADPH pour que les résidus de cette
boucle puissent interagir avec le NADPH. Cheng et collaborateurs (2007) suggérent, pour la

structure de hCRYM, que la fixation de la T3 pourrait stabiliser cette boucle.

Cis-Pro

Trans-Pro

Figure 20 : Représentation des conformations de la boucle B4-B5 de la structure de hCRYM ; (A) Superposition
des boucles B4-B5 des deux monomeéres de hCRYM/NADPH. La boucle avec la cis-Pro90 est représentée en
rouge et la boucle trans-Pro90 est représentée en vert. (B) Représentation de la densité électronique de la cis-
Pro avec I'affinement d’une cis-Pro (représentée en haut, 2Fo-Fc a 10, en vert) et d’une trans-Pro (représentée

en bas, Fo-Fc a 30, en rouge). D’apres Cheng et al., 2007.
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C.8.2. Structures cristallographiques de mCRYM apo et mCRYM/NADP(H)

Les structures de mCRYM apo et mCRYM complexée au NADP(H) (mCRYM/NADP(H)) ont été
résolues par le Dr. Franck Borel au laboratoire, respectivement, a une résolution de 2,3 et
2,4 A (Tableau 7). Les formes cristallographiques, de ces deux structures, sont des diméres et
correspondent donc a la forme physiologique de mCRYM et hCRYM (dimere non montré).
Les monomeres de I'unité asymétrique de mCRYM apo sont assez similaires (RMSD de 0.5
R), ainsi que les monomeéres de la structure de mCRYM/NADP(H) (RMSD de 0.7 A).
L’organisation des structures secondaires de ces deux structures de mCRYM est identique a
la protéine hCRYM (Figure 21.A et 21.B). La superposition des structures de mCRYM apo et
MCRYM/NADP(H) montre une similitude au niveau des structures secondaires mais des
changements de conformation sont observés sur certaines structures secondaires (RMSD de
1.05 A). Ces changements sont majoritairement présents au niveau du domaine de fixation
de la T3. En particulier, au niveau des brins B qui composent le feuillet B antiparallele. Ce
dernier apparait en position fermé dans la structure de mCRYM/NADP(H) en comparaison
avec la structure de mCRYM apo ou il se trouve en position ouverte (Figure 21.C). Ce
changement de conformation du feuillet B antiparalléle, du a la fixation du NADP(H), indique
que le cofacteur influence la conformation du domaine de fixation de la T3. La comparaison
avec la structure de mCRYM/T3/NADP(H), (abordée dans le chapitre 3), apportera des
suggestions sur la nature redox de la molécule de NADPH présente dans la structure de
mCRYM/NADP(H). En effet, du fait de I'instabilité du NADPH, la conversion du NADPH en

NADP" aurait pu se produire.
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Datacollection 1D23 ESRF
Data reduction

Space group

Cell dimension (A)

Resolution range (A)
Completeness (%)
Redundancy
|/sigma
Ry (%)
Refinement
r.m.s.d bonds (A)
r.m.s.dangles (deg.)
Average B factor (A?)

Rfac tor'/Rfree

Data collection BM30A ESRF
Data reduction

Space group

Cell dimension (A)

Resolution range (A)
Completeness (%)
Redundancy
|/sigma
Roym (%)
Refinement
r.m.s.d bonds (A)
r.m.s.dangles (deg.)
Average B factor (A?)

Rfac tor'/Rfree

mCRYM complexée au NADP(H)

P2,2,2,
a=759b=86,8, c=93,1
a=90.0,B =90,0,y = 90.0
50-1,99 (2.49-2.39)
96.5(92.6)
3.56(3.48)
10.74 (4.6)
10.7 (35.2)

0.011
1.8
20.31
0.230/0.284

mCRYM apo

P2,
a=453,b=96,6, c=76,1
a=90.0,3=103,3,y=90.0
50-2.3(2.4-2.3)
98.9(98.9)
2.94(2.79)
13.49(3.52)
5.9(33.1)

0.01
1.14
23.65
0.202/0.256

Tableau 7 : Données cristallographiques des structures de mCRYM/NADP(H) et mCRYM apo.
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L'extrémité C-terminale, en particulier le résidu K314, n’est également pas visible dans les
deux structures de mCRYM. Cette extrémité est proche de linterface de dimérisation,
cependant, elle n’engage pas de liaison entre les monomeéres. Par contre, elle est exposée a
la surface de la protéine et pourrait par conséquent étre impliquée dans l'interaction avec

un partenaire de CRYMs.

Le domaine de fixation du NADP(H) présente une conformation sensiblement identique pour
les deux structures. Le domaine BE’-aE”, qui s’intercale dans le motif de Rossmann, présente
un léger changement de conformation. Malgré sa localisation lointaine du site de fixation du

NADP(H), il pourrait indirectement étre impliqué dans la fixation du NADP(H).
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Figure 21: (A) Structures des monoméres de mCRYM/NADP(H), (en orange); (B) mCRYM apo; (C)
Superposition de la structure de mCRYM apo (en gris) et mCRYM/NADP(H), Représentation des domaines par
couleurs : domaine de fixation de la T3 (en vert citron), domaine de fixation du NADP(H) (en bleu) et domaine

BE’-aE” (en vert).

Linteraction du NADP(H) avec mCRYM fait intervenir les mémes résidus que ceux impliqués
dans linteraction du NADPH avec hCRYM. Les cofacteurs dans les structures de mCRYM et

hCRYM présentent la méme conformation (Figure 22.B). De plus, la superposition des
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structures de mCRYM et hCRYM ne montre pas de différences importantes au niveau de
I'organisation des structures secondaires (RMSD de 0.6 A), (Figure 22). Ce qui pourrait

suggérer la présence de la forme réduite NADPH dans la structure de mCRYM/NADP(H).

Par ailleurs, une importante différence est présente au niveau de la boucle B4-B5 qui n’est
pas visible dans les deux structures de mCRYM. Cette boucle est visible sur la structure de
hCRYM/NADPH mais semblait flexible due a une différence de conformation dans chaque
monomere induite par le résidu Pro90 (double isomérisation cis/trans). Les deux séquences
d’acides aminés correspondant a cette boucle, de mCRYM (GHSNT-AVP) et hCRYM
(DRGITSVVP) comportent uniquement trois résidus conservés ce qui représentent 30%
d’homologie. L'absence de la boucle dans les deux structures de mCRYM confirme que le
NADP(H) n’est pas suffisant pour stabiliser la boucle qui est d’autant plus flexible dans la
structure de mCRYM comparée a celle de hCRYM. Est-ce que la fixation de la T3 est
suffisante pour stabiliser cette boucle ou bien I'intervention d’un partenaire de CRYM est-
elle nécessaire pour la stabiliser ? L’homologie de séquence, de 30%, entre les deux boucles

de mCRYM et hCRYM est-elle suffisante pour permettre la fixation d’'un méme partenaire ?

Figure 22 : Superposition de la structure de hCRYM/NADPH (en gris) avec mCRYM apo (méme code couleurs

que précédemment) (A) ; et mCRYM/NADP(H) (B)
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La superposition de la structure de hCRYM/NADPH avec celle de mCRYM apo (Figure 22. A)
présente un écart équivalent (RMSD de 1.2 A) a celui observé entre les structures de mCRYM
apo et mCRYM/NADPH (RMSD de 1.05 A). Ceci est en adéquation avec la bonne
superposition des structures de mCRYM et hCRYM complexées au NADPH (RMSD de 0.6 A),
(Figure 22.B) et conforte I’hypothése de la présence de la forme réduite NADPH dans la

structure de mCRYM/NADP(H).

C.8.3. Les homologues de CRYM et la famille des p-crystallines/OCDs

Pour le moment, aucune activité enzymatique n’a été identifiée pour les protéines mCRYM,
hCRYM ainsi que pour la p-crystalline de kangourou. Pourtant, la séquence primaire de ces
protéines présente une homologie avec les enzymes bactériennes, les Ornithines
CycloDésaminases (OCDs, homologie d’environ 30%). Par leur homologie de séquence
primaire avec cette classe enzymatique, ces p-crystallines et certaines enzymes OCDs sont

regroupées dans la méme superfamille des pcrystallines/OCDs.

Aussi, ces p-crystallines possédent une homologie de séquence plus faible (autour de 20%)
pour les enzymes glutamyl-tRNA reductase (gluTR), (Figure 23). Ces enzymes sont impliquées
dans la synthése des porphyrines chez les bactéries et les plantes, qui utilisent comme

substrat le glutamyl-tRNA pour produire le glutamate semi-aldéhyde.
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hCRYM 144 : SHYEIFTEOF SFEE KENAERFADTEOGEV-——-—-RVC33V0 LATEFE
E_p-crysta 144 : SHYEIFEEOQF SFEE KENAERFAQTEEGDYV-——-—-RVC33V0 ATEP
R_0OCDZ 139 RMOIRAVIHNETIMEIEE PESLERYEKTDROREFGI PVIVARSKE RKGS
M_gluTR 166 : LVIKALEBEN-TE ERAELAKERGEMA————-TIKFDELE GAPHE

B =260 £ Z80 B3 300 &3 3Z0
mCRYM 222 : INAGGABRP-—----————————————-— DWERE LMBOAVLYMDIREAATLKES —————— GDVLEEGADTE
hCRYM 223 @ INAEGASRP-———---————————————— DWRE LMBEAVLYMDSOEAATLKES —————— GDVLESGAETE
E_p-crysta 223 : INAMGASRP———-——-———-——————————— DWRE ITMBNCWVLYMDSREAATLKES —————— GDWVIBSGAETFE

R_oOCDZ 222 1 IVARGTDOR-—————————————————— GEOEMD PET F INAK DEVAQUTEREGETWHPLNENIBTEDDIH
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mCRYM 280 : P--AHCEETTMEKSLGM DLWVA--———-——— AFRTEMDEWESSCR-———-———-——————————————————

hCRYM 281 : P--AHCEKTTMEKSLGM DTWVA-———-——— ARTEMDEWSSGE-———-———-——————————————————

E_p-crysta 281 : P--AHREETTMFESLGM DAWVA-—————— ARLEMDEWESSGE-———-———-——————————————————

R_0OCDZ 286 : PGRESDDEITEEDSTGM DHNTT-———-——— ASKERONATANNVGEGTFFOFFE-———-———-————————
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Figure 23 : Alignement de séquences d’acides aminées des protéines : CRYM murine (mCRYM, 054883), CRYM
humaine (hCRYM, Q14894). Les deux protéines mCRYM et hCRYM possédent 98% d’homologie de séquence
primaire. La p-crystalline de Kangourou (K_p-crystalline, Q28488) possede 86% d’homologie (82% d’identité)
avec mCRYM et hCRYM. L'enzyme ornithine cyclodésaminase de la bactérie Rhizobium meliloti (R_OCD2,
P58339) en possede 30%. L'enzyme Glutamyl-tRNA réductase de |'archaea de Methanocaldococcus jannaschii

M_gluTR, Q60172) en posseéde 20%.
(M_gluTR, Jenp

La superfamille des p-crystallines/OCDs regroupe un certain nombre de protéines avec des
fonctions différentes. Parmi ces protéines, seules trois structures tridimensionnelles ont été
résolues, celles de mCRYM et hCRYM (hCRYM, Cheng et al., 2007, code d’acces PDB 2199), de
I’ornithine cyclodésaminase de Pseudomonas putida (PpOCD, Goodman et al., 2004, PDB
1X7D) et de I'alanine déshydrogénase d’Archaeoglobus fulgidus (AfAlaDH, Gallagher et al.,
2004, PDB 10MO), (Figure 24). Avant la caractérisation de I'activité de déshydrogénase, le
géne (AF1665) codant pour la protéine AfAlaDH a été annoté comme un géne codant pour
une OCD. Il a été surprenant de constater que le géne AF1665 code une protéine sans
activité de cyclodésaminase mais plutét avec une activité de déshydrogénase (Schroder et

al., 2004). Il s’agit de la seule protéine de la famille des p-crystallines/OCDs avec une telle
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activité. La diversité de fonction et d’especes de cette famille rappelle celle de la
superfamille des crystallines et rend d’autant plus intéressant I'étude du lien évolutif entre

ces protéines.

Les quatre séquences (MCRYM/hCRYM/PpOCD/AfAlaDH) présentent 85 résidus identiques
ou fortement similaires (Figure 24). Parmi ces résidus, 32 résidus appartiennent au domaine
de dimérisation et de fixation du ligand (T3 pour CRYM) ou du substrat (alanine pour
I’AfAlaDH et ornithine pour la PpOCD). Les 53 autres résidus appartiennent au domaine de
fixation du NAD(P) (y compris les structures secondaires non caractéristiques du domaine de
Rossmann). Le domaine BE’-aE"’possede 8 résidus conservés, ce qui représentent environ
20% d’homologie pour ce domaine. Ce pourcentage suggere qu’il pourrait s’agir d’'un

domaine caractéristique de cette famille mais qui comprend des spécificités pour chaque

protéine.
B1 al a2 52 53 B4 B5
D | || | [ | >
: 20 : 80
CRYM_MOUSE 1 : MERAPAFLSAEEVODHBRSSSLLIP EMLANFSKGPDGGVHQPVRT WAKHR YSMEDALTT TEYEGI
CRYM_HUMAN 1 : MSRVPAFLSAAEVEEHBRSSSLLIPPEETALANFSSGPEGGVMQPVRTVEEVTEHR YSAAEDALTT TEYEDI
AlaDH_Af 1 : ---METLILTQEEVESEISMDEAMNABMEEAFRLYALG---KAQMPPKVYBEFEK--BD) R HLMGYAGL-- SHEG!
QcD_Pp 1 : --——-MTY¥FIDVPTMS HDIGVAPF ELA}!ALRDDFKRWQAFDKS SHSE ADKSRYAF——| GHPM
B a3 aA *A
I
40 GXGXXA/S As60
CRYM_ MOUSE 84 : BNT- P I?DE'S S TK KPPGSDVLCI YSHYEIFTEQF SFKEMR!
CRYM_HUMAN 84 : GITSVEP FEPS TKI? KPPSSEVLCI Y SHYEIFTEQFSFK R
AlaDH_Af 74 : PDK-GHEP SPET FP D.PLTYT SL RENSSVEGF YFOLEALRRVFDI
oCD_Pp 78 : TAR-NEH VDS L SELTI FPNARKMAL SEFQALAFHKHLGIE
. D (1
180 : 220
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CRYM_HUMAN 167 : TEKENAENFADTVOG————-E@RVCE SVORAWA ATE—— PlBlF GET K
AlaDH_Af 156 : REKAAKRFVEYCEDR---GRSASVOPAREASRC PSRE--FPMEAEW Q
OCD_Pp 160 : DPLATARLIANLEKEY SGLTERRAS SV, VKG DEAYAT 'I'PDM C GET HAD
BF o(E oF’ E”
: 260
CRYM_MOUSE 243 : DSREAALK------ ESGDVL SGADI]?AB KP--AHCEKT L L DSWSSGK----
CRYM_HUMAN 244 : DSQEAALK-----— ESGDVLEBSGAEIFAE KP--AHCERT L LEYDSWSSGK----
AlaDH_Af 234 : I DDLEQAKHGGEINVAVSKGVEGVEDVHAT KEDGRESDEEI T ENALSEKNVGS]
QCD_Pp 243 : RMFMEYEPQTRI------ g GEIQQEPADF PVVD ETEGRQSDSQ TVL LOQAEKRGMGTI
Pourcentage d’ homologle
CRYM_MOUSE = = & == mm oo o £ N g
CRYM HUMAN = i —omommommmm oo B 100% ¢ Résidus fixation ornithine
AlaDH Af 317 : IKFFRI--——————————————————————— 759
QCD_Pp 320 : IDLVPWVEDDPEDLFSHTRGRAGKRRIRRVA 5 0 ° RéSidUS fixation ala nine

. 50% A Résidus fixation T3
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Figure 24 : Alignement de séquences de mCRYM (numéro acces 054883), hCRYM (Q14894, PDB 2199), AfAlaDH
(028608, PDB 10MO) et PpOCD (Q88H32, PDB 1X7D). Les structures secondaires représentées au-dessus des
séquences correspondent a celle de mMCRYM. Le motif GxGxxA/S est présent pour les quatre protéines avec une
différence pour la PpOCD pour le dernier résidu qui une sérine alors que les trois autres protéines présentent
une alanine. Les résidus de I'’enzyme PpOCD impliqués dans la fixation de I'ornithine (indiqués par des losanges
représentés en-dessous des séquences. Seuls les résidus Argd5 de I'OCD et le résidu Arg47 pour mCRYM ne
sont pas alignés entre les deux séquences et sont indiqués par un losange orange. Les résidus de I'’AfAlaDH
impliqués dans la fixation du substrat alanine sont indiqués par des cercles noirs en-dessous des séquences. Les
résidus de mCRYM impliqués dans la fixation de la T3 sont indiqués par des triangles creux en-dessous des

séquences.

Schroder et collaborateurs (2004) ont établi un arbre phylogénétique a partir de I'analyse
des séquences primaires des protéines appartenant a la famille des u-
crystallines/OCDs/AfAlaDH (Figure 25). Cette famille est composée de 10 sous-familles dont
la famille des p-crystallines qui comprend les protéines p-crystallines humaines (hRCRYM), de
souris (MCRYM), de rat et de kangourou. Il comprend également huit familles distinctes
d’OCDs, dont la famille V qui comprend I'enzyme PpOCD (non indiquée sur I'arbre). Enfin, la
famille X comprend I'enzyme AfAlaDH ainsi que d’autres enzymes AlaDH appartenant
également au domaine des Archaea. Ces derniers présentent une machinerie de réplication
de I’ADN, de transcription et de traduction proche des eucaryotes bien gu’elles soient des
cellules procaryotes. Ces caractéristiques expliquent, en partie, la classification de cette
famille d’AlaDH qui differe des autres AlaDHs de bactéries. Par ailleurs, 'AfAlaDH présente
plus de 90 % d’homologie avec d’autres OCDs (OCD1) appartenant aux bactéries du genre

Halobacterium.
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Figure 25 : arbre phylogénétique de la famille des p-crystallines/OCDs/AfAlaDH. La famille est composée de 10
sous-familles (indiquées en chiffres romains). Les chiffres devant chaque embranchement correspondent au
pourcentage d’homologie entre chaque protéine de 'embranchement. L’annotation du gene ou de la protéine

est indiquée a coté des genres pour lesquels cette information est disponible. D’aprés Schroder et al., 2004.
73



CHAPITRE 1 INTRODUCTION

C.8.3.1. Ornithine cyclodésaminase de P.putida

Les OCDs (EC 4.3.1.12) sont des enzymes bactériennes qui catalysent la conversion de la L-
ornithine en L-proline dans le catabolisme des opines. Ces derniéres sont synthétisées dans
les galles des plantes qui sont des excroissances tumorales anormales chez les plantes
infectées par les bactéries du genre Agrobactérium. La réaction de cylcodésamination
nécessite le cofacteur NAD" impliqué, en général, dans des réactions de catabolisme. Les

produits de cette réaction sont la proline, 'ammoniac et le NADH (Figure 26).

/‘\/W)L Ornithine

HoN OH cyclodésaminase

2 NH ' OH + NH3
2 ? §

H,O + NAD~ NADH + H~ O
L-Proline ammoniac

N
H

L-ornithine
Figure 26 : la réaction de cyclodésamination du substrat L-ornithine en L-proline en présence de NAD".

La structure cristallographique de I'OCD de Pseudomonas putida a été résolue (Goodman et
al., 2004, PDB 1X7D) complexée au NADH et a la L-ornithine (Figure 27.A). La forme
cristallographique est un dimére qui correspond a la forme physiologique de I'OCD. Sa
structure secondaire a une organisation générale similaire a celles des protéines CRYMs
(humaine et murine). Cependant, quelques différences sont observées (Figure 27.B et 27.C).
Au niveau du domaine de dimérisation et de fixation a I'ornithine (du résidu 1-125 et 293-
341), 'OCD possede une extension C-terminale qui lui rajoute une trentaine d’acides aminés
en comparaison avec les CRYMs. Cette extension est composée du brin 7 et de I’hélice a6.
Ces structures s’étendent au monomeére voisin, a proximité du site de fixation du NAD(H) de
ce monomere (Figure 27.A). De plus, le résidu Lys 331, contenu dans cette extension,
interagit avec le NADH. La séquence de cette extension C-terminale ne présente aucune
homologie de séquence avec aucunes autres protéines. Elle est donc unique a la PpOCD et

pourrait constituer la spécificité de 'enzyme PpOCD pour son substrat I'ornithine.
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Au niveau de la boucle B4-B5 flexible sur les structures de CRYMs, I'OCD ne possede pas de
boucle mais une hélice a (a3), compris entre les brins f4-B5. Cette hélice est stable car elle

est visible dans la structure.

Au niveau du domaine de fixation du NAD(H), ’OCD posséde un domaine de Rossmann plus
caractéristique de I'organisation connue pour ce domaine que celui de CRYMs, du fait de la
parfaite alternance des brins B et des hélices a. Il est quand méme interrompu par le
domaine BE’-aE”. Il differe des domaines de CRYMs par I'absence d’une hélice a (aE’ de
CRYMs) et par un léger allongement de I’hélice aE’ de I'OCD qui correspond a I’hélice aoE de

CRYMs.

Monomere A MonomereB

Extension C-temminale du monomerz 4
quis’etend jusqu’aumonomereB
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Domaine de dimerisation / Site de
fixation de l'ornithine

Domaine de fixation
NADH/NAD*

Figure 27 : (A) Structure cristallographique du dimére de I'OCD de P.putida ; (B) Organigramme des structures
secondaires, le motif GXGXXS est représenté en rouge; (C) structure du monomere avec I'extension C-

terminale, spécifique a I'enzyme PpOCD.

Le mécanisme catalytique de cyclodésamination proposé par Goodman et collaborateurs

(2004) implique les résidus Argd5, Glu56, Lys69, Argll2 et I'Asp228 (Figure 28). Le
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groupement carboxylique de la L-ornithine interagit, par des liaisons hydrogenes, avec les
résidus Argd5, Glu56, Lys69 et Argll2. Ces résidus n‘ont pas de role catalytique mais
participent, indirectement, en stabilisant I'ornithine dans le site actif. Le groupement a-
aminé de l'ornithine effectue une liaison hydrogéne avec le groupement carboxylique du
résidu Asp228. Ce résidu est indispensable pour la stabilisation de I'ornithine dans le site
actif et pour le transfert de I'ion hydrure de I'ornithine vers le NAD". De ce fait, il constitue
le résidu catalytique de la réaction de cyclodésamination. La comparaison des structures de
MCRYM et PpOCD montre la conservation des résidus Arg45, Lys69 et Argl12 alors que les
résidus Glu59 et Asp228 ne sont pas conservés (Figure 24). La substitution de I’Asp par une
sérine dans les séquences des protéines CRYMs (Ser228) ne permet pas la conservation de
I'activité de cyclodésamination. De plus, des essais enzymatiques ont été effectués sur leur
homologue p-crystallines de kangourou (86% d’homologie avec mCRYM et hCRYM), ces

essais n’ont révélé aucune activité de cyclodésaminase (Kim et al., 1992).

i
ol f
®

ipsh? -'I'I‘-u:rh : 1:
: P T Py “5 A Gicsh

Figure 28 : Résidus impliqués dans la fixation et la réaction de cyclodésamination de I’OCD, en présence de

NAD". Le résidu Asp228 constitue le résidu catalytique. D’aprés Goodman et al. 2004.
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C.8.3.2. Alanine déshydrogénase d’A.fulgidus

Les enzymes AlaDH catalysent la réaction de désamination réversible de la L-Alanine en L-
pyruvate. Cette réaction nécessite la présence du cofacteur NAD" (Figure 29). Cette AlaDH,
homologue a CRYM, est exprimée par une Archaea hyperthermophile Archaeoglobus
fulgidus (température optimale de croissance 83°C). L’AlaDH de cette Archaea ne présente
pas d’homologie de séquence avec les autres déshydrogénases connues, appartenant au
domaine du vivant des bactéries. De plus, trés peu d’informations sont disponibles sur cette
enzyme qui est la seule AlaDH, appartenant a la famille des p-crytallines/OCDs. Avant la mise
en évidence d’une activité alanine déshydrogenase (Schroder et al., 2004), le géne (AF1665)
codant pour l'enzyme AfAlaDH a été annoté comme codant pour une OCD par son
homologie de séquence avec de nombreuses OCDs telles que les enzymes OCD1 du genre
Halobacterium qui possede plus 90% d’homologie et la PpOCD qui présente environ 30%

d’homologie avec I'enzyme AfAlaDH.

O Alanine Hac\ COOH
HsC Déshydrogénase R / +NH
(o]
H,0 + NAD* NADH + H*

L-alanine pyruvate

Figure 29 : réaction de L-alanine déshydrogénase, en présence de NAD".

La structure cristallographique de I’AfAlaDH complexée au NAD" a été résolue (Gallagher et
al., 2004, PDB 10MO) et révele un dimére cristallographique, la forme physiologique de la

protéine (Figure 30.A). Les autres enzymes AlaDHs appartenant au domaine du vivant des
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bactéries et qui ont été caractérisées structuralement présentent, la plupart une forme
héxamérique telles que I'AlaDH de Mycobacterium tuberculosis (Andersen et al., 1992),
Streptomyces phaeochromogenes (ltoh et al., 1983). D’autres formes oligomériques ont été
identifiées chez certaines bactéries telles qu’'une AlaDH tétramérique de Streptomyces
fradiae (Vancura et al., 1989), octamérique chez Streptomyces lapideum (Baker et al., 1998).
Malgré des différences dans la structure quaternaire, ces AlaDHs présentent une structure

tertiaire similaire et une homologie d’environ 50%.

L'organisation en structure secondaire de I’AfAlaDH est plus proche de celle des protéines
CRYMs par rapport a la PpOCD. Au niveau du domaine de dimérisation et de fixation de
I'alanine, I'’AfAlaDH posseéde une petite extension C-terminale qui lui rajoute une dizaine
d’acides aminés par rapport aux séquences de CRYMs (Figure 30.B). Cette extension est
composée du brin B7 qui compose le feuillet B antiparalléle. De la méme maniere que ses

homologues, cette extension C-terminale est exposée a la surface de la protéine.

Au niveau de la boucle B4-B5 flexible sur les structures de CRYMs, I’AfAlaDH possede
également une boucle, comprise entre les brins B4-B5. Cette boucle semble moins flexible

car visible dans la structure.

Au niveau du domaine de fixation du NAD(H), I’AfAlaDH posséde un domaine de Rossmann
avec la méme organisation que celle des structures de CRYMs. Il manque les mémes
structures pour permettre l'alternance de brins B et d’hélices a et il est également
interrompu par le domaine BE’-aE” qui est assez similaire au domaine de CRYMs au niveau
de I'organisation des structures secondaires mais differe par la longueur de ces structures

qui sont plus importantes dans la structure de I’AlaDH.
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Figure 30: (A) Structure cristallographique du dimere de I'AfAlaDH, (B) organigramme des structures
secondaires, le motif GxGxxA est représenté en rouge (C) structure du monomere avec I'extension C-terminale,

spécifique a I'enzyme AfAlaDH. L’ion sodium présent dans la structure est indiqué par une sphére parme.

A partir du modele de fixation de I'alanine dans le site actif (Figure 31.A), un mécanisme
catalytique a été proposé par Gallagher et collaborateurs (2004), (Figure 31.B). Les résidus
Argl08, Asp297, Lys65, Lys41 et Arg52 semblent étre impliqués dans la fixation de I'alanine
dans le site actif. Deux molécules d’eau sont présentes dans le site actif (0503 et 0510) et
semblent indispensables pour la réaction catalytique par I'implication de la molécule d’eau
0503 dans une attaque nucléophile sur le carbone alpha de I'alanine. Ces molécules sont
stabilisées dans le site actif par les résidus Lys65, Lys4l et Arg52 de I'AlaDH qui
correspondent aux résidus Lys75, Argd7 et Gly60 pour mCRYM. Dans les séquences de la
PpOCD et des CRYMs, les résidus Lys65, Asp297 et Argl08 sont conservés alors que les
résidus Lys41 et Arg52 ne sont pas conservés (substitués, respectivement, par les résidus
Argd7 et Gly60 pour CRYMs et Serd3 et Glu56 pour la PpOCD). L'absence d’activité alanine
déshydrogénase a déja été confirmée pour hCRYM, ce qui suppose que la substitution des
résidus Lys41 et Arg52 de I'AfAlaDH par les résidus Argd7 et Gly60 dans hCRYM ne permet

pas la conservation de I'activité alanine déshydrogénase (Schroder et al., 2004).
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Figure 31 : (A) Modele d’interaction de I’Alanine dans la structure cristallographique de I’AlaDH d’A.fulgidus
complexée au NAD®, I'atome accepteur de Iion hydrure est indiqué avec une étoile localisé a 3.6 A de
I’alanine ; (B) Mécanisme catalytique proposé a partir du modele de fixation de I’alanine. 0510 et 0503 sont
des molécules d’eau indispensables pour I'activité catalytique, notamment 1’0503 qui est responsable de
I’attaque nucléophile sur le carbone alpha de I'alanine (distance entre Ca et 0503 est de 2.5 A). Les lignes en

pointillées représentent des distances de moins de 3.2 A. D’aprés Gallagher et al., 2004.
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A. CLONAGE, EXPRESSION ET PURIFICATION DES PROTEINES SOLUBLES

A.1. Clonage et criblage de I’expression et de la solubilité des protéines

A.1.1. Compte-rendu de la plate-forme RoBioMol

Le clonage et le criblage de I'expression et de la solubilité de la majorité des protéines
sélectionnées pour I'étude structurale ont été confiés a Benoit Gallet (ingénieur CEA) et
Marjolaine Noirclerc-Savoye (chercheur CEA), responsables de la plate-forme RoBioMol de
I'IBS. Les résultats d’expression ont révélé qu’une seule protéine, la dysbindinl,

suffisamment soluble pour débuter la purification pour les tests de cristallisation.

Pour la protéine mCRYM, Marie-Claude Gaillard, ingénieur CEA du laboratoire de
physiogénomique, a réalisé le clonage (dans le plasmide pDEST 17) et les purifications pour
les premiers tests de cristallisation qui ont permis la résolution des structures
cristallographiques, réalisées par le Dr. Franck Borel, de mCRYM apo et mCRYM/NADP(H).

Pour ce qui est de la protéine DCLK3, j'ai effectué le clonage et les tests d’expression.

A.1.2. Clonage et tests d’expression de |la protéine DCLK3

L'amplification du géne Dclk3 (1857 pb) a été effectuée a partir du plasmide pDEST47
contenant le gene Dclk3 (fourni par la doctorante Laurie Galvan et le Dr. Emmanuel Brouillet,
URA CEA-CNRS2210/MIRCen CEA Fontenay-aux-Roses).

Les séquences des oligonucléotides utilisées (Eurofins®) pour I'amplification du fragment
d’ADN DCLK3 sont, I'oligo A : 5’-CTAGCTAGCTAGATGGGCAAAGAGCCGCT-3’ (Tm = 70°C, %GC
= 55) et I'oligo B : 5-CGGAA TTC CGATTAACTGTTGGGGGACTCCTC-3’ (Tm = 75°C, %GC = 53)
contenant, respectivement, les sites de restrictions Nhel et EcoRl.

L’enzyme Phusion High-fidelity DNA polymérase (FINZYMES') a été utilisée a4 U/pl en
présence de 4 ng/uL de plasmide pDEST47-DCLK3, 400 puM de désoxyribonucléotides
triphosphate (dNTPs), 1 uM de chaque oligonucléotides (A et B) et 5% de DMSO, le tout
dilué dans du tampon fourni avec I'enzyme DNA polymérase.

Le programme de PCR est composé de 30 cycles dont chacun contient trois étapes

successives : 30 secondes a 94°C, 30 secondes a 55°C et 2 minutes a 72°C. Avant le premier
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cycle, une incubation de 10 minutes a 94°C a été effectuée afin de dénaturer les structures
secondaires éventuellement présentes au niveau des oligonucléotides.

Le programme de PCR s’achéve par une incubation de 20 minutes a 72°C afin de générer la
séquence d’ADN poly-adénylée.

Apres électrophorese en gel d’agarose, les fragments d’ADN obtenus par PCR sont extraits
en utilisant le kit NucleoSpin Plasmid Quick Pure kit (Macherey-NageI®).

La digestion de I’ADN DclK3 et du vecteur pET28a+ (Novagen) par les enzymes de restrictions
Nhel et EcoRl a été effectuée selon les recommandations du fournisseur (New England
Biolabs’). La ligase Rapid DNA ligation kit (Roche”) a été utilisée, selon les recommandations
du fournisseur, pour l'insertion de I"ADN Dclk3 dans la cassette Nhel-EcoRl du vecteur
pET28a+ digéré. Ce vecteur permet I'expression de la protéine DCLK3 fusionnée avec une
étiquette Histidine, a son extrémité N-terminale. Le produit de ligation est transformé dans
la souche E.coli DH5a. La présence de I'insert Dclk3 a été confirmée par le séquencage d’un

des clones positifs (Eurofins®).

L’expression de la protéine DCLK3 (PM = 69634,0 Da et pl = 7,3) s’est effectuée dans la
souche E.coli BL21DE3. La croissance des cultures s’est effectuée a 37°C pour atteindre une
Densité Optique (DO) autour de 0,7. Les cultures sont ensuite induites a une concentration
finale d’'IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) de 1mM, a 37°C pendant 3 heures (des
échantillons de culture induites a 1 heure et 2 heures sont prélevés). Les fractions de culture
cellulaire avant et apres induction ont été déposées sur gel SDS-PAGE et transférés sur une
membrane PVDF (PolyVinylidine DiFluoride) pour un western Blot (WB). La membrane est
ensuite incubée avec un anticorps anti-polyHistidine conjugué a la peroxidase directement
sur cet anticorps (SIGMA-ALDRICH®). Ce dernier, ne nécessite pas d’anticorps secondaire.
L'expression de DCLK3, sur les fractions de lysat cellulaire, n’était visible ni sur gel SDS-PAGE,
ni sur WB. Par conséquent, |'extraction et la purification par chromatographie* d’affinité
IMAC Nickel- nitriloacetic acid (Ni-NTA Qiagen®) ont été entreprises pour diminuer le nombre
de contaminants qui pourraient empécher la détection de DCLK3 par WB. La
chromatographie Ni-NTA contient Iion métallique Ni** qui comporte six liens de
coordination dont quatre sont occupés par le NTA pour I'immobilisation du métal sur la
résine. Les deux autres liens interagissent avec deux atomes d’azotes de deux cycles

aromatiques de deux histidines.
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La croissance et I'induction des cultures ont été réalisées comme décrites précédemment.
Apres l'induction de I'expression de DCLK3 pendant 3 heures, les cultures sont centrifugées
et le culot est repris dans un tampon de lyse contenant 50 mM de Na,HPO,4 a pH 8.5, 500
mM de NaCl, 10mM de B-mercaptoethanol, 1% de détergent tween-20, 10% de glycérol,
1mM de PMSF (PhenylMethylSulfonyl Fluoride) et 20 mM d’imidazole. Aprés sonication, le
lysat est centrifugé et des échantillons du culot et du surnageant sont prélevés et déposés

sur gel.

La purification par une chromatographie d’affinité Nickel (Ni-NTA Qiagen®) s’est effectuée, a
4°C. Aprés une premiere étape de lavage avec le tampon de lyse, un deuxiéme lavage est
effectué avec le tampon de lavage 1 ayant la méme composition que le tampon de Lyse mais
avec une concentration en imidazole augmentée a 30 mM. Il est suivi d’'une troisieme étape
de lavage avec un tampon de lavage 2, similaire au premier mais avec 50 mM d’imidazole.
L'étape d’élution a été réalisée avec un tampon d’une composition sensiblement similaire
aux précédents, sans tween et contenant 250 mM d’imidazole. Le dépbt de toutes les
fractions sur gel SDS-PAGE a 12 % d’acrylamide (Figure 32) ne montre aucune bande

clairement visible correspondant au poids moléculaire de la protéine DCLK3 (environ 70

kDa).
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Figure 32 : Gel SDS-PAGE 12 % d’acrylamide contenant les fractions des différentes étapes d’extraction et de
purification par chromatographie d’affinité Nickel de la protéine DCLK3. Les fractions numérotées de 1 a 14
correspondent dans 'ordre aux fractions : avant sonication, apres sonication, culot, surnageant, fraction de
protéines non retenues sur résine Nickel (flow through), lavage tampon de lyse, lavage tampon de lavage 1,

lavage tampon de lavage 2, fractions d’élution 1, 2, 3, 4, 5 et 6.
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Par conséquent, un WB a été effectué sur les fractions d’élution pour s’assurer de I'absence
ou non de I'expression de la protéine DCLK3. La révélation du WB montre la présence de la
protéine DCLK3 dans les trois premieres fractions d’élution (Figure 33). Indiquant que la
protéine DCLK3 est faiblement exprimée dans la fraction soluble. De plus, il semblerait que la
protéine ait subi une dégradation a I'extrémité C-terminale (car His-tag a I'extrémité N-
terminale). Suite a ces résultats et par manque de temps, les investigations sur la protéine

DCLK3 ont été interrompues.
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Figure 33 : Western blot anti-polyHistidine des fractions d’élutions de la chromatographie d’affinité Nickel de la
fraction soluble de DCLK3. L’ordre de dép6t des fractions d’élution, de droite a gauche : Fractions d’élution 1, 2,

3,4,5etb.

A.2. Purification des protéines solubles

A.2.1. La protéine DYSBINDIN1

L'expression de la protéine DYSBINDIN1 (Dbndd1, PM = 20066,1 Da et pl = 4,5), est réalisée
dans la souche E.coli Rosetta (Cette souche exprime les ARNt correspondant a 6 codons
rares : AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA). La croissance des cultures s’est effectuée a 37°C
pour atteindre une Densité Optique (DO) autour de 0,7. Les cultures sont ensuite induites a
une concentration finale d’IPTG de 1mM, a 16°C pendant toute la nuit (environ 12h). Apres
induction, les cultures sont centrifugées et le culot est repris dans un tampon de lyse
contenant 50 mM d’Hepes pH 8, 500 mM de NaCl, 20 mM d’imidazole, 10mM de B-

mercaptoethanol, 1% de détergent tween-20, 10 % de glycérol et 1 mM de PMSF. Apres
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sonication, le lysat est centrifugé et la majorité de la protéine est présente dans la fraction

soluble.

Par la présence d’'un His-tag a I'extrémité N-terminale de la protéine, la premiére étape de
purification s’est effectuée par une chromatographie d’affinité Nickel (Ni-NTA Qiagen®) sur
Chromatographie Liquide a Faible Pression (FPLC, Akta®), a 4°C. Toutes les étapes de
purification sont effectuées avec des colonnes prétes a I'emploi (GE—HeaIthcare®) utilisables
sur les systemes automatisés de Chromatographie (FPLC). L'appareil est équipé de
détecteurs UV, conductimetre et d’un collecteur de fraction. Une interface informatique

permet de suivre la purification et d’exécuter des commandes sur I'appareil FPLC.

Apres un premier lavage avec le tampon de lyse, un deuxieme puis un troisieme sont
effectués a 30 et 50 mM d’imidazole. La protéine Dbnddl est éluée avec un tampon
d’élution contenant 50 mM d’Hepes pH 8, 500 mM de NaCl, 250 mM d’imidazole, 10 mM de
B-mercaptoethanol, 10 % de glycérol et 1ImM de PMSF (Figure 34).
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Figure 34: Gel SDS-PAGE 15 % d’acrylamide contenant les fractions des différentes étapes d’expression,
d’extraction et de purification par chromatographie d’affinité Nickel de la protéine Dbndd1l. Les fractions
numérotées de 1 a 11 correspondent dans l'ordre aux fractions : avant induction, aprés induction, avant
sonication, aprés sonication, surnageant, culot, fraction de protéines non retenues sur résine Nickel (flow
through), lavage tampon de lyse, lavage tampon de lavage 1, lavage tampon de lavage 2, fractions d’élution 1,

2,3et4.

En plus d’étre une étape de purification, la chromatographie d’exclusion de taille constitue
un contréle qualité de 'homogénéité de la préparation de protéine. Cette étape est réalisée

avec une colonne HiLoad 16/60 Superdex 75 (grade préparatif, 16 mm de diameétre, 60 cm
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de haut), qui est immédiatement réalisée a partir de la fraction d’élution contenant la

protéine, sans étape préalable de dialyse.

La chromatographie d’exclusion de taille, aussi appelée, gel filtration permet de séparer les
molécules en fonction de leur taille et de leur conformation (globulaire, tubulaire...). La
séparation se fait grace a des granules de gel poreux. Le principe de technique consiste a
exclure les grosses molécules qui ont un diametre supérieur a celui des pores. Ces grosses
molécules sont éluées en premier, au niveau du volume mort (Vm) de la colonne. Les
molécules qui sont incluses dans le gel ont une migration freinées. Ainsi, les granules de gel

poreux permettent une élution des solutés dans I'ordre inverse des masses moléculaires.

L’élution de la protéine s’est effectuée avec un tampon contenant 20 mM d’Hepes pH 7.5,

100 mM de NaCl et 3 mM de DTT (Figure 35).
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Figure 35: Profil d’élution et SDS-PAGE de la chromatographie de taille HiLload 16/60 Superdex 75 de la
protéine Dbnddl. Les numéros de chaque piste du gel SDS-PAGE correspondent dans I'ordre aux fractions :
échantillon injecté dans la colonne, fractions d’élution de la piste 2 a 10, pool des fractions d’élution, fraction

concentrée. Rendement de purification 10 mg/L de culture.
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A.2.2. La protéine mCRYM

L’expression de la protéine mCRYM (PM = 36 180 Da, pl = 6) s’est effectuée dans la souche
E.coli Rosetta. La croissance et I'induction des cellules bactériennes sont réalisées de la
méme maniere que la protéine Dbndd1. Aprées induction, les cultures sont centrifugées et le
culot cellulaire est repris dans un tampon de lyse contenant 50 mM d’Hepes a pH 7.5, 500
mM de NaCl, 10 mM d’imidazole, 3 mM de DTT et 10 % de glycérol. Aprés sonication, le lysat
est centrifugé et la majorité de la protéine mCRYM est obtenue dans la fraction soluble. Lors
de la purification de mCRYM pour la cristallisation du complexe mCRYM/T3/NADPH, le
4

cofacteur NADPH a une concentration 0,1 M et le ligand, ’hormone thyroidienne T3 a 10

M, sont ajoutés dans le lysat et dans tous les tampons.

La premiére étape de purification s’effectue par une chromatographie d’affinité Ni-NTA
(Qiagen®). Une étape de batch qui consiste a incuber la résine Nickel avec le lysat de mCRYM
précéde |'étape de lavage avec le tampon de lyse a 10 mM d’imidazole puis un second lavage
est effectué avec le méme tampon a 20 mM d’imidazole. L’élution s’effectue avec le méme

tampon a une concentration de 250 mM d’imidazole (Figure 36).
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Figure 36: Gel SDS-PAGE 12 % d’acrylamide contenant les fractions des différentes étapes d’expression,
d’extraction et de purification par chromatographie d’affinité Nickel de la protéine CRYM. Les fractions
numérotées de 1 a 12 correspondent dans I'ordre aux fractions : avant induction, apres induction (2 et 3),
avant sonication, aprés sonication, culot, surnageant, fraction de protéines non retenues sur résine Nickel (flow
through), lavage 1 a 20 mM d’imidazole, lavage 2 a 50 mM d’imidazole, fractions d’élution a 250 mM

d’imidazole.

La fraction d’élution est directement injectée dans une colonne d’exclusion de taille, HiLoad

16/60 superdex 200 (grade préparatif, 16 mm de diamétre, 60 cm de haut). Apres cette
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derniere étape de purification, la protéine est dans un tampon contenant 50 mM de Tris-HCl

pH 7.5, 150 mM de NaCl et 3 mM de DTT (Figure 37).

P1EL 24 27 3% Jrdl 40 4085 40 6l ad 8L T0
st
et
W
-

Figure 37 : Profil d’élution de la chromatographie de taille HiLoad 16/60 Superdex 200 et SDS-PAGE 12%
d’acrylamide. Les numéros de chaque piste du gel SDS-PAGE correspondent aux numéros des fractions
d’élution éluées sur la chromatographie. Le volume de la colonne auquel s’élue la protéine mCRYM correspond

au dimére de mCRYM (environ 70 kDa). Rendement de purification 10 mg/L de culture.

B. CARACTERISATION BIOCHIMIQUE

B.1. Spectrométrie de masse dénaturante

Afin de contréler la masse moléculaire des protéines Dbndd1 et mCRYM avant cristallisation,
les fractions purifiées de Dbnddl et de mCRYM ont été, respectivement, analysées par
MALDI-TOF MS et ESI-TOF MS (Autoflex, Bruker DaItonics®), en condition dénaturante. Les
analyses ont été effectuées par lzabel Bérard (ingénieur d’étude CNRS), et le Dr. Luca Signor
(ingénieur-chercheur CEA), tous les deux en charge de la plate-forme de spectrométrie de
masse a I'IBS. Les échantillons sont dilués dans 0.1 % d’acide trifluoroacétique (TFA) pour
effectuer I'analyse en condition dénaturante. Puis les échantillons sont déposés et mélangés
(rapport 1/1) avec la matrice MALDI (SIGMA-ALDRICH'): acide sinapinique dans
I’acetonitrile/eau-0.1% TFA, rapport 50/50.

B.1.1. La protéine Dysbindinl

Le profil du spectre MS révele une masse moléculaire de la protéine Dbndd1 de 19332 Da,
qui correspond a la masse de la protéine sans la méthionine a I'extrémité N-terminale

(Figure 38).
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Figure 38 : Spectre MALDI-TOF MS de la protéine Dbndd1 en condition dénaturante.

B.1.2. La protéine mCRYM

Le spectre ESI-TOF MS de la protéine mCRYM en condition dénaturante montre deux masses
moléculaires (36125 Da et 36049 Da). La protéine avec une masse de 36049 Da correspond a
la protéine mCRYM sans la méthionine a I'extrémité N-terminale (la masse de mCRYM avec
la méthionine est de 36180 Da). La masse de 36125 Da posséde une différence de 76 Da par
rapport a la précédente masse (36049 Da). La masse de 76 Da correspond a celle du B-
mercaptoethanol. Il se pourrait que certaines molécules de mCRYM aient conservé une
molécule de B-mercaptoethanol dans leur structure. Malgré cette différence de masse, on
peut conclure que le profil de MS montre une bonne homogénéité de la protéine mCRYM

(Figure 39).

91



CHAPITRE 2 Matériel et Méthodes

crym lum, denat cond, 2030, oo 08 B

AE0Z10 LS 05 170 em]) Sk 0 ADDD Com H4ET) TOF MS E3-

00 AJEE B o P
Ja0E. 4093

L2

L ARy T F L]

W

T T T — i
800 800 000 100 L0030 40
orym um, denat cond, so30, ec 08 ;8
AEDTI0L LS 06 1740 B0 Ca(Can B, 2000, ANCEm 690, 3E000 S (1,40 001 Cm (L5 TOF M 5+
A EOvETI. AN S T3ed
a 80, 4183

Bt HE T4

B g ames

E00 TOO 200 @0 1000 HOD 1300 00 W00 80 B0 W0 180 1 000 A0 300 IE00 MO0 IO R0

Figure 39 : spectre ESI-TOF MS de la protéine mCRYM en condition dénaturante.

B.2. Analyse par RMN-1D de la protéine DYSBINDIN1

Une analyse par Résonance Magnétique Nucléaire-1D a été effectuée pour la protéine
Dbndd1, par le Dr. Adrien Favier, en charge de la plate-forme RMN a I'IBS. Cette analyse a
pour but de déterminer I'état de repliement et ’homogénéité de la protéine. Cette analyse
du repliement de la protéine se fait par 'analyse de la dispersion des déplacements
chimiques des protons amides et méthyles ainsi que I'analyse de la largeur de raie des
résonances. La figure 40 montre deux spectres d’'une méme protéine non repliée
(Figure 40.A) et bien repliée (Figure 40.B). Les avantages de cette technique d’analyse est sa
rapidité et la quantité d’échantillon nécessaire (50 pl a 100 uM). Comme |'analyse est
effectuée, en solution, dans les conditions de tampon de la protéine, c'est-a-dire sans
addition de composants, et que la protéine ne subit aucune dénaturation, I’échantillon peut

étre a nouveau utilisé.
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Figure 40 : Spectre RMN-1D proton d’une protéine bien repliée (spectre de gauche) et d’'une protéine mal
repliée (spectre de droite). La dispersion des pics des protons amides (entre 8 et 10 ppm) et des méthyles
(entre 1 et 0 ppm) est une forte indication du repliement des protéines. Tirée du poster de la plate-forme RMN,

Adrien Favier.

La protéine Dbndd1 révéle un spectre RMN 1D d’une protéine mal repliée (Figure 41). Cette
information est en corrélation avec le profil de gel filtration qui montre un profil d’élution de
la protéine au volume mort de la colonne HiLoad 16/60 Superdex 75 (gamme de PM
compris entre 3 et 70 kDa), ce qui laisse supposer que la protéine Dbndd1 éluée correspond

a des agrégats solubles.
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Figure 41 : Spectre RMN-1D de I"échantillon de la protéine Dbndd1. Ce spectre montre que la protéine est mal

repliée.

C. CRISTALLISATION DE mCRYM COMPLEXEE AU NADPHETALAT3

C.1. Principe de la cristallogenése

La cristallisation d’'une protéine est un phénomeéne thermodynamique et cinétique qui
aboutit a la germination et a la croissance de cristaux de protéines. Le principe de la
germination repose sur le passage d'un état liquide saturé en protéines a un état solide
cristallin, dépendant de la nature physico-chimique du milieu. La croissance cristalline se

poursuit par un retour a I'équilibre de la solution.
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Les paramétres qui influencent la solubilité d’'une protéine sont tres nombreux et dépendent
de ses propriétés physico-chimiques. Par conséquent, la détermination de ces paramétres
s’effectue d’'une maniére empirique. Pour arriver a un état solide cristallin, les parameétres

suivants sont optimisés :

- La pureté et I'homogénéité de la protéine: par la tres faible proportion de
contaminants (< 5 %) et I'absence de protéolyse qui conduit a une hétérogénéité
et/ou a différents états oligomériques de la protéine. Aussi, la protéine doit étre
correctement repliée.

- Le pH : la répartition des charges a la surface de la protéine est pH-dépendante.

- La nature et la concentration des agents précipitant et additifs. Ils sont classés en
trois familles :

0 Les polymeres qui agissent par exclusion de solvant au voisinage de la
protéine (le polyéthyléne glycol (PEG) est le plus utilisé)

0 Les sels non chaotropiques (non dénaturant pour les protéines) qui modifient
la force ionique et augmentent les interactions hydrophobes en excluant le
solvant, par exemple le sulfate d’ammonium, les acétates ou les chlorures.

0 Les solvants organiques qui diminuent la constante diélectrique du milieu.

- Latempérature.

C.2. Technigues de cristallogenése utilisées

Les essais de criblage ont été effectués, au robot (IBS), avec les plaques 96 puits (Greiner®,
trois gouttes assises par puits) ou avec les plaques low profil 96 puits (Greiner®, une goutte
assise par puits). Pour les essais a la main, les plaques Hampton® 24 puits ont été utilisées,
par la technique de goutte suspendue sur une lamelle de verre siliconée et vissée sur le
réservoir en plastique. Ces deux techniques reposent sur la méme méthode de diffusion de
vapeur et différent uniguement par la position de la goutte qui est soit suspendue, soit

assise.

La méthode de diffusion de vapeur est la méthode qui a été utilisée pour réaliser tous les
essais de cristallogenése. Elle est particulierement adaptée aux essais réalisés sur de petits

volumes (des volumes de 0.5 pl a 2 ul de solutions de protéines par goutte). Le principe
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repose sur la dilution d’un microlitre de protéine avec une solution de cristallisation
contenant un agent précipitant d’une concentration C1. Cette goutte (suspendue ou assise)
est placée dans une enceinte fermée avec une solution réservoir contenant uniquement la
solution de cristallisation, d’'une concentration C2, supérieure a C1. Cette différence de
concentration, entre la goutte et le réservoir, va progressivement disparaitre grace a des
échanges par diffusion de vapeur ; et comme le volume du réservoir est trés supérieur a
celui de la goutte, cette derniére va voir son volume diminuer et sa concentration en agent
précipitant augmenter jusqu’a s’approcher de la concentration C2. Cet équilibre aboutira a la

sursaturation de la protéine qui formera un précipité amorphe ou cristallin (Figure 42).
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Figure 42 : Schéma du principe de la diffusion de vapeur en goutte suspendue.

C.3. Co-cristallisation de mCRYM en présence de T3 et de NADPH

C.3.1. Premiers essais de cristallisation

Avant ces essais de co-cristallisations, des tests de trempages des cristaux du complexe
mCRYM/NADPH dans une solution de T3 a 2mM ont été effectués. Ces tests de trempage
n’ont pas abouti a la forme ternaire mCRYM/T3/NADPH. Par conséquent, les premiers essais
de co-cristallisations ont été effectués en testant, a la main, les deux conditions qui ont été
favorables a la cristallisation de mCRYM apo et mCRYM/NADP(H), (condition 1: 50 %
PEG3350, 200 mM Sulfate d’ammonium et 200 mM Bis-Tris pH5,5; condition 2: 50%
PEG3350, 200 mM de phosphate de potassium pH 4,7 (KH,PO4) et 280 mM de thiocyannate
de sodium (NaSCN)).
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La protéine mCRYM (concentration initiale de 0,5 mM, concentration finale dans la goutte
0,2 mM), purifiée en présence de T3 et de NADPH, est incubée (environ 30 minutes, dans la
glace) en présence de T3 (a 10 mM pour une concentration finale de 2 mM) et de NADPH
(100 mM pour une concentration finale de 2mM) avant d’effectuer les gouttes (mix de la
solution de protéine mCRYM/T3/NADPH et la solution de cristallisation dans un rapport
1:1). Seule la condition de cristallisation contenant du PEG 3350, du KH,PO4 et du NaSCN a

permis I'obtention de cristaux.

Les cristaux de mCRYM/T3/NADP(H) correspondent a des polycristaux contrairement aux
monocristaux obtenus pour mCRYM apo et CRYM/NADP(H). Il s’agit d’'une forme cristalline
composée de plusieurs monocristaux qui ont poussé dans différentes directions a partir d’'un
point unique de nucléation (Figure 43). Cette croissance cristalline est sGrement due a la
présence de la T3. Les précipités de T3 pourraient constituer les germes a partir desquels se
fait la croissance cristalline et par conséquent engendrer une croissance polycristalline

(Figure 43). Ces polycristaux ne sont pas exploitables aux rayons X.

Figure 43 : Photo de cristaux de mCRYM (concentration finale 0,2 mM) en présence de NADPH (2 mM) et de T3
(2 mM). Condition : 320 mM thiocyanate de sodium, 18 % PEG 3350, 200 mM KH,PO,

C.3.2. Résolution du probléme de solubilité de la T3

Par sa nature hydrophobe due a la présence de deux cycles aromatique, la dissolution de la
T3 dans une solution aqueuse aboutit a une précipitation de la molécule. La détermination

de la solution permettant la dissolution de la T3 a été tres fastidieuse car aucune
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information n’était disponible dans la littérature sur la facon dont la molécule doit étre

dissoute.

Par conséquent, j'ai contacté différentes personnes ayant travaillé sur la molécule T3 pour
I’obtention de cette information. Apres différents contacts, j’ai pu obtenir cette information
aupres du Dr. Frédéric Flamant (UMR 5665 CNRS, UA913 INRA, ENS de Lyon). Afin de
permettre une complete solubilité de la T3, la molécule de T3 en poudre (SIGMA—ALDRICH®)
doit étre dissoute dans de la soude (NaOH) a 100 mM, 3 une concentration mére de 102 M
pour permettre par la suite sa dilution dans une solution aqueuse. La soude permet une
déprotonation des fonctions hydroxyle et carboxylique afin d’augmenter la solvatation de la

molécule T3.

D. OPTIMISATION DES ETAPES DE CRISTALLISATION ET DE CRYOPROTECTION

DU COMPLEXE mCRYM/T3/NADPH

D.1. Ensemencement des germes de cristaux de mCRYM/NADPH/T3

La technique d’ensemencement a été testée afin d’améliorer la qualité des cristaux. Elle
consiste a introduire des germes cristallins dans une goutte de cristallisation avec une
condition moins saturante que la précédente. A partir des polycristaux obtenus, deux
méthodes d’ensemencement ont été utilisées dont le principe est identique. L'une en
diluant successivement un broyat de ces polycristaux dans de nouvelles conditions moins
saturantes. La deuxiéme consiste a déposer des germes cristallins dans la goutte de
cristallisation par l'intermédiaire d’un poil de chien dans les mémes conditions que la
précédente méthode. Des monocristaux ont poussé avec I'ensemencement a I'aide d’un poil
de chien. L’'ensemencement par dilutions successives de broyat n’a pas amélioré la qualité

des cristaux.

Apres plusieurs ajustements de la concentration en PEG3350 et avec les mémes
concentrations de protéine mCRYM, de T3 et de NADPH que le test de co-cristallisation

initial, j’ai pu obtenir des monocristaux exploitables aux rayons X (Figure 44).
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Figure 44 (A) Photo des polycristaux de CRYM utilisés pour les germes. Condition de cristallogenése : 320 mM
thiocyanate de sodium, 18 % PEG 3350, 200 mM KH,PQO,. (B) Ensemencement a partir des cristaux (A) avec un
poil de chien. 280 mM NaSCN, 11 % PEG 3350 et 200 mM KH,PO,.

D.2. Cryoprotection et tests de diffraction

Afin d’éviter la formation de glace qui détériore le cristal et dont la diffraction interfére avec
celle de I'échantillon, les cristaux sont trempés dans une solution mére (solution dans
laquelle ont poussé les cristaux, récupérée dans le réservoir de la goutte) additionnée d’un
cryoprotectant. Pour les premiers tests de diffraction aux rayons X, les cristaux ont été
congelés dans différentes conditions de cryoprotectant, soit un seul trempage avec du
glycérol ou de I'éthyléne glycol (un seul trempage a 15 ou 25 %), soit des trempages
successifs a 15 puis 25 % de cryoprotectant. Les durées de trempage testées varient entre 30

secondes et une minute.

La cryoprotection a 15% de glycérol ou d’ethyléne glycol n’était pas suffisante pour
empécher la formation de glace. Les cristaux qui ont subi deux trempages successifs, a 15 et
25% d’éthyléne glycol ont diffracté & une meilleure résolution (autour de 2,5 A) que les
autres. Cependant, de nombreux cristaux ne diffractaient pas, notamment ceux qui ont subi
une durée de trempage d’une minute. Ces différents résultats et essais de cryoprotection
ont mis en évidence la fragilité des cristaux de mCRYM/T3/NADP(H). Par conséquent, des
temps beaucoup plus courts ont été testés afin de limiter au mieux la détérioration de Ila

qualité de diffraction des cristaux tout en optimisant la cryoprotection.
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E. RESOLUTION DE LA STRUCTURE DE mCRYM/T3/NADPH

E.1. 'enregistrement et le traitement des données de diffraction

La propriété des rayons X (longueur d’onde de I'ordre de I’Angstrom, A) permet de visualiser
I’'arrangement atomique d’une molécule. Les rayons X interagissent avec les électrons des
atomes qui composent une molécule. Les rayons diffusés par la molécule sont enregistrés
par un détecteur. Un traitement informatique des données de diffraction, basé sur la
transformé de Fourier, génere lI'image des nuages d’électrons qui correspondent aux
positions des atomes de la molécule. L'utilisation d’un cristal est indispensable pour ses
propriétés d’empilement moléculaire régulier et périodique dans les trois dimensions de
I'espace. Ces propriétés permettent une diffusion des rayons X dans un nombre de
directions limitées, ce qui permet une amplification du signal de diffusion dans des
directions dites d’interférences constructives. L'enregistrement de différents clichés de

diffraction s’effectue a différentes orientations du cristal au niveau du faisceau de rayons X.

La premiere étape de traitement des clichés de diffraction s’est effectuée avec le
programme XDS (Kabsch 1993). Il est composé de huit modules (sous-programmes) qui
s’enchainent automatiquement: XYCORR, INIT, COLSPOT, IDXREF, DEFPIX, XPLAN,
INTEGRATE, CORRECT.

Trois principales étapes sont effectuées par ce programme :

- Lindexation : détermination de I'orientation et des paramétres de maille* du cristal
(a, b, c, la longueur des trois vecteurs directeur de la maille, ainsi qu’a, B, v, les angles
gu’ils forment entre eux). La maille élémentaire d’un cristal est constituée d’un seul
motif, c'est-a-dire le nombre minimal d’atomes caractérisant le cristal.
L'identification du groupe d’espace, a partir des parametres de maille, s’effectue par
les différentes possibilités d’indexation proposées par le module IDXREF de XDS. En
biologie, il existe 7 systemes cristallins possibles qui regroupent 64 groupes d’espaces
(Figure 45). La détermination de ces paramétres de maille va permettre d’attribuer a
chaque réflexion, ses indices hkl (nceud du réseau réciproque) afin de pouvoir

intégrer les intensités de chaque réflexion pour chaque cliché.
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Figure 45 : Systemes cristallins et exemples de groupe d’espace possibles en biologie.

L'intégration des réflexions : en pratique, cette étape se fait automatiquement. Le
module « INTEGRATE » établit les profils moyens des taches de diffractions et calcule

I'intensité de chaque réflexion par intégration numérique suivant les profils calculés.

La mise a I'échelle : dans un jeu de données, chaque réflexion est mesurée a plusieurs
reprises sur plusieurs clichés (redondance). En théorie, ces intensités devraient étre
identiques mais en pratique différents parametres (détérioration du cristal soumis
aux rayons X, la fluctuation du flux de rayons X, la forme du cristal) provoquent des
petits différences entre les intensités de ces réflexions équivalentes. Le module

« XSCALE» moyenne ces intensités et calcule des facteurs de structures.

E.2. La validation des données de diffraction

La qualité d’un jeu de données est déterminée par différents critéres statistiques calculés au

cours du traitement des données. Les parametres les plus significatifs sont :

La résolution : correspond a la distance entre deux atomes donc a la finesse des
détails dans I'image de la densité électronique. La limite haute de la résolution des
données mesurées est imposée par la configuration de I'expérience (distance entre le

détecteur et le cristal, longueur d’onde...) et par la qualité de diffraction du cristal.
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Lors de la résolution des données, la derniére tranche de résolution est sélectionnée
en fonction de deux critéres : le rapport signal sur bruit de I'intensité (1/a(l) > 2) et le
facteur de structure Rsym (30 % < Rsym< 45 %).

- Le rapport signal sur bruit (I/o(l)) : il permet d’avoir une estimation de l'intensité
moyenne des réflexions mesurées en fonction de la résolution (avec | : I'intensité des
réflexions, et o(l), le bruit de fond des intensités des réflexions).

- La complétude : elle donne le pourcentage de réflexions mesurées par rapport au
nombre total de taches mesurables, a une résolution donnée. Elle doit étre
supérieure a 90 %.

- La redondance: elle établit le nombre moyen de fois qu’une réflexion et ses
symétrigues sont mesurés. Plus la valeur de la redondance est grande, meilleure sera
I’estimation de I'intensité moyenne d’une réflexion unique.

- Le facteur Rsym permet de comparer l'intensité de chaque réflexion équivalente. Plus
ce facteur est bas, meilleure est la cohérence du jeu de données.

- Le facteur de mosaicité du cristal: il correspond a la qualité de I'empilement
cristallin. En effet, les cristaux de protéine présentent souvent des défauts dont les

origines sont multiples :

= Lors de la croissance cristalline, du fait du nombre limité de
contacts assurant la cohésion cristalline, des perturbations
mécaniques ou thermiques peuvent engendrer des défauts dans

I’empilement cristallin ;

= La congélation, si elle est mal maitrisée, peut également faire

augmenter la mosaicité.

Ce facteur peut varier entre 0,2-1,5° et plus. Une forte mosaicité risque d’entrainer des
problemes de superposition de réflexions, ou de causer des difficultés lors de la mesure des

réflexions de faibles intensités.
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E.3. Détermination de la phase par remplacement moléculaire

Afin de calculer la densité électronique d’une protéine, les intensités de réflexions ne sont
pas suffisantes. Il est nécessaire de déterminer la différence de phase qu’il existe entre les
différents rayons diffractés par le cristal. La technique de remplacement moléculaire est
I'une des alternatives pour déterminer la phase. Elle est possible s’il existe une protéine
homologue (> 30%) et qui est répertoriée dans la base de données PDB (Protein Data Bank).

Cette base de données regroupe les structures cristallographiques déja résolues.

La méthode de remplacement moléculaire consiste a calculer la transformé de Fourier des
intensités diffractées (par la fonction de Patterson) pour le modele cristallographique et
pour la structure recherchée. Cela consiste a déterminer les six parametres de la
transformation géométrique (trois pour la rotation et trois pour la translation) qui nous
permettent de passer du modele a notre protéine. Le positionnement du modele dans la
maille cible est découpé en deux étapes : I'étape de rotation (a, B et y) pour déterminer
I'orientation du modele et I'étape de translation (x, y et z) pour déterminer la position du

modele dans la maille.

L'obtention des premiéres cartes de densité électronique, calculées a partir des facteurs de
structures observés (nommés Fo, issus des clichés de diffraction) et calculés (hommés Fc,
issus du modele de la PDB), s’est effectué avec un des programmes de CCP4, MolRep. Pour
les deux premieres structures de CRYM : mCRYM apo et mCRYM/NADP(H), (résolue par le
Dr. Franck BOREL), le modeéle de la protéine AfALDH, comportant 44 % d’homologie avec
mCRYM, a été utilisé. Pour la résolution de la structure de mCRYM/T3/NADP(H), la structure

de mCRYM apo a été utilisée comme modele.

E.4. ’affinement et |la reconstruction du modéle

Lorsqu’on calcule des cartes de densité électronique a partir d’'un modeéle affiné, ce dernier
peut biaiser les phases a cause de son inexactitude. Pour rendre compte de ces erreurs, deux
cartes de densité électronique sont calculées: la 2Fo-Fc et la Fo-Fc (appelées cartes de
différences). Elles prennent en compte les erreurs apportées par I'incomplétude du modéle
et l'inexactitude des positions des atomes, et permettent d’améliorer la qualité finale des

cartes de différences.
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La densité électronique 2Fo-Fc (généralement représentée en bleue sur le logiciel de
reconstruction COOT) correspond aux régions correctement placées. La Fo-Fc met en
évidence les erreurs du modele : les pics positifs (représentés en vert) correspondent a des
zones ou il manque des électrons ; et les pics négatifs (représentés en rouge) représentent
les zones ou le modele présente un exces d’électrons. Afin d’améliorer ces cartes de
différences, une reconstruction manuelle du modele (effectuée sur COOT) est nécessaire
(par substitution des acides aminés qui different entre le modeéle et la structures observés,
les orientations des chaines latérales...) puis cette reconstruction est compensée par
I'affinement numérique des parametres du nouveau modele construit (par le module
« refmac »). Plusieurs cycles de reconstruction et d’affinement sont nécessaires pour arriver
a un facteur de structure calculé proche de celui observé. Dans le cas de
mCRYM/T3/NADP(H), la reconstruction du modeéle n’a pas été nécessaire du fait de

I’'homologie de 100% avec le modele de départ (mCRYM apo).

Apres de nombreux essais, |I'optimisation de la cryoprotection a abouti a une collecte a une
excellente résolution, de 1.53 A, obtenue au Synchrotron sur la ligne ID14eh4 (ESRF, Figure
46). Le traitement des données a été effectué avec les programmes suivants : XDS pour la
détermination des parametres de maille et du groupe d’espace, les programmes de CCP4
(Molrep pour le remplacement moléculaire, Refmac5 pour I'affinement, ARP/WARP pour le
placement des molécules d’eau, ProCheck pour vérifier la structure), COOT pour la
visualisation et la construction de la structure et Pymol pour la représentation de la

structure.
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Figure 46 : Cliché de diffraction du cristal de mCRYM/T3/NADP(H). Ligne de lumiére ID14eh4 (ESRF). Ce cliché

met en évidence des taches d’intensité trés diffuses. Résolution 1,53 A.

E.5.Probleme d’affinement des données de diffraction de

mCRYM/T3/NADP(H)

Apres le traitement des données avec le programme XDS, le groupe d’espace P1 donne les

meilleures données pour les intensités de réflexion et les facteurs de structures (Tableau 6)
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Data collection 1D14eh4 ESRF
Data reduction

Space group Pl

Cell dimension (A) a=45.22,b=75.86, c=95.35
«=91.8,3=89.6,y=104.9

Resolution range (A) 45-1.53(1.62-1.53)

Completeness (%) 91.1(90.8)

Redundancy 1.97(1.96)

I/sigma 10.6 (2.83)

Ry (%) 4.3(28.3)

Refinement

Reflections in working set 159900

Reflection in test set 7997

Reactor/ Ryee 0.235/0.316

Tableau 8 : Données cristallographiques de la structure de mCRYM/T3/NADP(H) avec le groupe d’espace P1.

Cependant, l'affinement (Refmac5, CCP4) n’a pas pu converger vers des statistiques
acceptables. Pour une résolution de 1.53 A, I'affinement permet d’arriver a seulement 31,6
% de Rfee. De plus, seule la densité électronique attribuée a I’hormone T3 n’est pas bien
définie. En effet, une partie de la densité est visible notamment les iodes. Le blocage de
I’'affinement et I'absence de densité électronique attribuée a la T3 pourraient s’expliquer par
un probléme lors de la cryoprotection qui aurait pue modifier I’empilement cristallin et par
conséquent expulsée une partie des molécules de T3 fixées. Afin de vérifier cette hypothese,
le traitement de données a été continués avec d’autres programmes et en parallele, de

nouveaux cristaux ont été préparés afin d’optimiser I’étape de cryoprotecion.

E.6. Optimisation de la cryoprotection

Suite a ce probleme, deux principales stratégies ont été testées pour I'affinement des
données : I'utilisation du programme CNS (Crystallography & NMR Systeme), (Brunger et al.,
1998) pour effectuer une composite omit map et une construction automatique par
ARP/WARP. Ces deux programmes d’affinement ont pour but de vérifier la concordance
entre les facteurs de structures expérimentaux et ceux calculés a partir du modéle en

donnant plus de poids aux données expérimentales. La composite omit map a fait apparaitre
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de nombreuses doubles conformations qui pourraient étre dues a un mauvais empilement

cristallin.

Cependant, ces traitements n’ont pas permis d’améliorer I'affinement, a [Iorigine
probablement d’un probleme avec le groupe d’espace attribué aux données. En effet, le
groupe d’espace P1 est le systeme cristallin le plus primitif, avec un seul axe de symétrie,
une symétrie qui est applicable pour tout cristal. Il s’agit du seul groupe d’espace qui a été
attribué et comportant des parameétres de mailles trés proche du groupe d’espace P2,
(Tableau 8). De plus, les données présentent un facteur de mosaicité du cristal important
(1,6°), ce qui suggérerait une détérioration de I'empilement cristallin. L'étape de
cryoprotection constituait dans ce cas I'étape qui pouvait étre la cause de notre probléeme.
L’hypothese émise est que cette étape de cryoprotection ou le cristal subit de nombreux
traumatismes, le trempage dans le cryoprotectant, et le refroidissement plus ou moins
rapide du cristal dans I'azote liquide pouvait étre responsable des changements importants
dans I'empilement cristallin. Ce qui expliquerait le probléme lors du traitement des données
notamment lors de l'indexation pour déterminer le groupe d’espace. Par conséquent,
différents essais de cryoprotection ont été testés, avec des trempages successifs (5, 10, 15%
de glycérol) dans du glycérol avec un temps trés court, en trempant et récupérant le cristal

immédiatement, ont permis d’améliorer la qualité de diffraction des cristaux.

E.7. Résolution de la structure du complexe mCRYM/T3/NADP(H)

Les premiers clichés de diffraction (Figure 47) montrent une amélioration dans la forme des
taches de diffraction. Elles paraissent moins étaler, révélant une diminution de la mosaicité
(0,3°). L'enregistrement de ces nouvelles données a été effectué sur la ligne ESRF ID14eh2
(Tableau 9). L’obtention de ces données, a une résolution de 1,75 A, avec le groupe d’espace
P2, et des parameétres de maille, proche du groupe d’espace P1, confirme I’hypothése d’une
détérioration de I'empilement cristallin lors de la cryoprotection. L’affinement des données

a mis en évidence la présence de la T3 et du NADPH dans la structure de mCRYM.
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Figure 47 : Cliché de diffraction du cristal de mCRYM/T3/NADP(H). Ligne de lumiére ID14eh2 (ESRF). Résolution
1,75 A.
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Données cristallographiques I1D14eh2 ESRF Complexe mCRYM/T3/NADP(H)

Données de diffraction

Groupe d’'espace P2,
Paramétres de maille (A) a=453,b=972, c=75,7
a=90,0,3=104,9 v=90,0
Résolution (A) 43-1,75 (1,85-1,75)
Complétude (%) 99,5 (98,7)
Redondance 3,76 (3,74)
I/o(l) 14,28 (3,69)
Reym (%) 6,8 (39,9)
Remplacement moléculaire
Modéle mCRYMapo
R facteur initial (%) 46,1
Contraste 1,3
Nombre molécule par unité asymétrigque 2
Refinement
r.m.s.d bonds (A) 0,025
r.m.s.dangles (deg.) 1,948
B facteur moyen (A2) 13,25
Reactor/ Riree 0,150/0,204
Nombre d’atomes 5283
Nombre de résidus 1156
Nombre de molécules d’eau 543
Nombre de molécules de T3 2
Nombre de molécules de NADPH 2
Nombre d’ions 2
Coefficient de corrélation 0,96
Résidus en double conformation 2 (résidus Ser21 et Ser104)
Nombre de cycle d’affinement ~60
Premier cycle d’affinement corps rigide
Diagramme de Ramachandran
Nombre de résidus dans les zones favorables 567 (97,1%)
Nombre de résidus dans les zones tolérées 17 (2,9%)
Nombre de résidus dans les zones non admises 0

Tableau 9 : Données cristallographiques de mCRYM/T3/NADP(H) avec le groupe d’espace P2,
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F. Caractérisation thermodynamique de la T3

F.1. Présentation et principe de I'ITC

L'ITC (Isothermal Titration Calorimetry) permet de mesurer les parametres suivants: la
constante d’association (Ka), la stoechiométrie (N), les variations d’enthalpie (AH) et
d’entropie (AS), d’une interaction entre deux molécules biologiques de nature protéique,
telle que [linteraction ligand/substrat, et nucléotidique, par exemple [linteraction
protéine/ADN. Ces parameétres sont déterminés a partir de la mesure de la quantité de
chaleur absorbée (réaction endothermique) ou dégagée (réaction exothermique). Cette
mesure se fait en solution et ne nécessite pas de greffer un marqueur ni l'immobilisation

d’une des molécules.

Les expériences d’'ITC avec la protéine CRYM ont été effectuées a 'EMBL (Europeen
Molecular Biology Laboratory) en collaboration avec le Dr. Andres Palencia, chercheur
contractuel dans le groupe de Dr. Stephen Cusack. L'objectif de cette caractérisation
thermodynamique, est de déterminer I'affinité de la T3 pour mCRYM et l'influence de la
fixation des cofacteurs NADPH/NADP" sur cette affinité. Mais aussi, de corréler ces résultats
avec les structures de mCRYM résolues et avec les informations disponibles dans la
littérature pour les autres CTBPs. La caractérisation thermodynamique de la fixation de la T3
et des cofacteurs sur mCRYM a pour but de vérifier si les propriétés de fixation de la T3 sont

comparables a celles des CTBPs précédemment caractérisées.

F.2. Déroulement de I'expérience

L'appareil d’'ITC (VP-ITC, Microcal Inc) est composé d’une seringue de 300 pl et d’'une cellule

de 1.4 ml (Figure 48).

110



CHAPITRE 2 Matériel et Méthodes

pipette

Ventouse a visse {en bleu foncé)

Moteur pour mélanger
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{avec seringue) Cellule de référence
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Figure 48. (A) Photo de I'appareil d’ITC utilisé. (B) schéma du dispositif portant la seringue (partie extérieure en

vert) qui est plongée dans la cellule de référence (en gris). Photos tirés du manuel d’utilisation de I'ITC.

Les expériences ont consisté a étudier l'interaction du ligand, la molécule de T3 et les
cofacteurs NADPH/NADP" pour la protéine mCRYM (T3/mCRYM seule ou saturée avec du
NADPH ou du NADP*, NADPH/mCRYM, NADP*/mCRYM). La molécule de T3 ou de NADP(H) 3
caractériser est introduite dans la seringue et la protéine mCRYM dans la cellule. Une
expérience d’'ITC consiste a 30 injections de T3 ou NADP(H) d’un volume de 7.5 pl dans la
cellule contenant 1.4 ml de CRYM. Le temps nécessaire pour une expérience est d’environ
4h. U'intervalle entre chaque injection correspond au temps nécessaire pour revenir a la
ligne de base avant l'injection qui suit. La ligne de base est obtenue au début de I'expérience

par une période d’équilibration.

Pour toutes les expériences effectuées sur la protéine mCRYM, la réaction est exothermique
(AH<0). Chaque injection entraine un dégagement de chaleur qui est proportionnel a la
guantité de T3 ou NADP(H) qui s’est fixée a la protéine. Les résultats sont représentés sous la
forme d’un graphique avec en abscisse le temps et en ordonnée la quantité de puissance
nécessaire (pcal/sec) pour maintenir constante la température entre la cellule
expérimentale, ou se trouve la protéine mCRYM, et la cellule de référence qui contient de
I'eau (principe de compensation de chaleur entre les deux cellules). La quantité de puissance
(ucal/sec) est obtenue par le calcul de 'aire de chaque pic de chaleur (Figure 49). Pour une
réaction exothermique comme celle de mCRYM en présence de T3 ou NADP(H), ceci se
traduit par a une valeur en pcal/sec <0. En principe, une réaction exothermique devrait
aboutir a une valeur en pcal/sec positive. Cependant, cette valeur obtenue par ITC

correspond a la différence de pcal/sec entre la cellule de référence et la cellule
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expérimentale. Lorsqu’il se produit un dégagement de chaleur dans la cellule expérimentale,
la quantité de puissance de cette cellule est supérieure a celle de la cellule de référence. La

différence entre ces deux valeurs aboutit a une valeur en pcal/sec <0.
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Figure 49 : Représentation d’une expérience d’ITC pour une réaction exothermique et schéma de la seringue
(contenant le ligand, indiqué en vert) et de la cellule (contenant la protéine, indiquée en rouge). D’apres Leavitt
et al., 2001.

Au fur et a mesure des injections, la quantité de protéine mCRYM libre diminue
progressivement, ce qui se traduit par une diminution de la taille des pics de chaleur jusqu’a
arriver a la valeur de base, qui traduit une saturation de tous les sites de fixations des

protéines mCRYM.

L'expérience d’ITC en présence de protéine et de ligand est appelée une expérience de
« titration de la protéine avec le ligand », par exemple lorsque la molécule de T3 est
contenue dans la seringue et la protéine mCRYM dans la cellule. Pour chaque expérience de
titration de mCRYM avec la T3, il est nécessaire d’effectuer une « expérience de dilution du
ligand », dans les mémes conditions expérimentales que la condition de titration c'est-a-dire,
en présence de T3 dans la seringue et par contre, la cellule ne contenant que du tampon,
sans la protéine mCRYM. Cette expérience de dilution de ligand mesure le dégagement de
chaleur du a la dilution du ligand dans le tampon contenu dans la cellule expérimentale. La

variation de la quantité de puissance (pcal/sec) qui se traduit par des pics de chaleur sera
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soustraite de celle obtenue avec I'expérience de titration de la protéine avec le ligand. En
effet, cette variation (correspondant au bruit), quand elle est importante, ne permet pas une
analyse précise des résultats. Il est donc important d’avoir exactement le méme tampon
pour notre protéine et notre ligand afin de réduire le dégagement de chaleur induit par la
dilution du ligand, pré-requis pour avoir une expérience d’ITC exploitable. Les premieres
expériences d’ITC ont été effectuées avec le NADPH et NADP*, en absence de T3. Le tampon
utilisé pour ces premiers essais contenait 50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 150 mM de NaCl et 15
mM de B-Mercapoethanol. Ces conditions expérimentales ont permis d’obtenir les

premieres constantes d’affinité des cofacteurs pour mCRYM.

F.3. Résolution du probléme de solubilité de la T3

La caractérisation thermodynamique de la fixation de la T3 a été effectuée dans les
conditions précédemment décrites pour les cofacteurs. Les premiéres expériences ont été
effectuées avec la protéine seule et préalablement saturée avec du NADPH. Ces conditions
de tampon (50 mM de Tris-HCl pH 8, 150 mM de NaCl et 15 mM de B-Mercapoethanol) n’ont
pas été favorables a une solubilité optimale de la molécule T3 (limite de solubilité < 100 uM).

Aucune fixation de T3 n’est observée dans cette condition expérimentale (Figure 50).

Cette absence de fixation de la T3 (en absence ou en présence de NADPH) est due a une
instabilité de la T3 dans cette condition de tampon. De légers précipités sont effectivement
observés dans la solution de T3. Par conséquent, une autre condition, plus favorable a sa

solubilité, a été recherchée.
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La limite de solubilité de la T3 a pu étre portée a une concentration de 700 uM en modifiant
la composition du tampon (composition initiale : 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl et 15
mM B-Mercaptoethanol). Ces essais ont mis en évidence deux parameétres dans la
composition du tampon, les sels et le pH, qui ont une influence sur la solubilité de la T3. La
présence de sels a 150 mM et d’un pH inférieur a 8.7 ne favorisent pas la solubilité de la T3
au-dela de 100 uM. Par conséquent, les sels ont été supprimés et le pH du tampon a été
ajusté a 8.7 dans la nouvelle condition de tampon (20 mM Tris-HCI pH 8.7, et 10 mM B-
Mercapoethanol). Une agrégation de la protéine a été observée dans cette condition (ainsi
gue dans la précédente condition de tampon). Afin de limiter cette agrégation de la
protéine, du glycérol a été ajouté dans la condition de tampon, a hauteur de 10%. Cette
nouvelle condition de tampon (20 mM Tris-HCI pH 8.7, et 10 mM B-Mercapoethanol et 10%
de glycérol) est optimale pour la solubilité de la T3 et de la protéine mCRYM. Les expériences
avec les cofacteurs NADPH et NADP ont été testées avec le nouveau tampon pour vérifier si
la composition du tampon a également une influence sur la constante d’affinité des
cofacteurs. Toutes les expériences d’ITC qui ont suivi ont été effectuées dans cette méme

condition de tampon et a une méme température de 25°C.
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L'analyse des données d’ITC s’est effectuée en utilisant le modéle de fixation d’une classe de
site, sans coopérativité possible entre les deux sites de NADP(H) ou de T3 du dimere
physiologique de mCRYM. Ce choix a été déduit des observations structurales qui ne
suggerent pas de coopérativité entre les deux sites de fixation du NADPH ou de la T3 du

dimére de mCRYM.

La détermination de la concentration de la protéine mCRYM a été estimée en mesurant la
DO a 280 nm et le calcul de la concentration s’est effectué a partir de la détermination du
coefficient d’extinction expérimental (€ = 48802 M™-cm™) de la protéine mCRYM dans les
conditions de tampon expérimentales de I'ITC. Cette analyse a été effectuée par Jean-Pierre
Andrieu (Responsable du Laboratoire d'Enzymologie Moléculaire (LEM), IBS), par I'analyse
guantitative des acides aminés de mCRYM (Spackman et al., 1958). La concentration de
NADPH et de NADP" a été déterminée par la mesure de leur absorbance respective, a 340 et
260 nm et par l'utilisation de leur coefficient d’extinction respectif a ces longueurs d’onde
(EnaDPH(340nm) = 6220 M'l-cm'l, EnapP+(260nm) = 15000 M'l-cm'l). Enfin, pour la T3, par I'absence
de coefficient d’extinction théorique, la concentration de T3 a été estimée a partir de la
masse pesée lors de sa préparation. Cependant, la molécule de T3 absorbe a 290 nm, cette

absorbance a été exploitée pour vérifier la reproductibilité de la pesée.
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CHAPITRE 3  Etude structurale du complexe mCRYM/T3/NADP(H)

A. RESULTATS ET DISCUSSION

A.1l. Présentation générale de la structure

La structure cristallographigue de mCRYM, autant sous forme apo (mCRYM apo) que
complexée avec le NADP(H) (mCRYM/NADP(H)) ou avec la T3 et le NADP(H)
(mCRYM/T3/NADP(H)), est un homodimeére. Cette forme cristallographique correspond a la

forme physiologique de la protéine (Figure 51).

Figure 51 : Dimére cristallographique et physiologique de mCRYM/T3/NADP(H). La molécule de T3 est

représentée en cyan, la molécule de NADP(H) en orange et I'ion potassium par une spheére jaune.

A.1.1. La molécule de T3 et la particularité des atomes d’iode

Cette nouvelle structure de mCRYM/T3/NADP(H) possede une molécule de T3 et de
NADP(H) par monomere avec un taux d’occupation respectif de 0,75 (Facteur B moyen de la
T3 de 14 A%, proche des résidus de mCRYM a proximité de la T3) et de 1. La carte de densité

omit confirme bien la présence de T3 dans la structure (Figure 52.A).

La carte de différence 2Fo-Fc (Figure 52.B), ainsi que la carte omit de la molécule de T3,
présentent toutes les deux une particularité au niveau des trois atomes d’iode. La densité
électronique, au niveau de la liaison entre les atomes d’iodes et les carbones des cycles

aromatiques de la T3, forme une sphére au niveau des atomes d’iodes. L’atome d’iode fait
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parti de la famille des halogenes et comporte 53 électrons. Ce numéro atomique lui confere
les mémes propriétés que les atomes lourds utilisés en cristallographie pour 'obtention du
signal anomal. Cette propriété de I'iode a été exploitée pour essayer de résoudre le phasage
de la précédente structure de mCRYM/T3/NADP(H) (avec le groupe d’espace P1) mais le
signal anomal n’était pas suffisant avec trois atomes d’iodes par monomere pour envisager
cette stratégie. La nature chimique de l'iode pourrait cependant étre a l'origine de la
représentation sphérique de la densité électronique, par un effet de troncature de la série
de Fourier lors du passage dans |'espace direct. Ce phénomeéne est observé pour d'autres
structures contenant de la T3, comme par exemple celle du récepteur thyroidien TRB

complexé a la T3 (Huang et al., 2010).

Figure 52 : Représentation de la densité électronique de la molécule T3 (A) carte « omit », 2Fo-Fc a 1 ¢ (B) carte

de différence 2Fo-Fc a 2.5 o.

A.1.2. Structures secondaires de mCRYM/T3/NADP(H)

La détermination des structures secondaires s’est effectuée a partir de l'algorithme du
programme PROCHECK (CCP4). La numérotation des structures reprend celle de la structure
de I'enzyme PpOCD (Goodman et al., 2004, PDB 1X7D), dont la séquence primaire comporte
environ 30% d’homologie avec celle de mCRYM. La protéine mCRYM présente 47 % de
structures secondaires, ce qui représente pour les 53% restant une proportion importante

de structures non ordonnées (Figure 53).
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Domaine de fixation
185 NADPH/NADP*
C

Figure 53 : Diagramme de représentation des structures secondaires de mCRYM/T3/NADP(H). Le domaine de
dimérisation et de fixation de la T3 est représenté en jaune citron, avec la boucle entre les brins B4 et B5
invisible dont les extrémités sont représentées en rouge. Le domaine de fixation du NADP(H) est représenté en
bleu, le domaine entre le brin BE’ et I'hélice aE”, intercalé dans le domaine du NADP(H) est représenté en vert.
Ce domaine n’est pas caractéristique du repliement de Rossmann. Le motif consensus de fixation des

dinucléotides GXGXXA est localisé au niveau de I'hélice aA, est représenté en rouge.

A.1.3. Structure tertiaire de mCRYM

La structure tertiaire du monomere de mCRYM révéle deux principaux domaines (Figure 53),
le domaine de dimérisation et de fixation de la T3 (Figure 55) et le domaine de fixation du
NADP(H) (Figure 54). Cette organisation tertiaire est identique aux autres structures de

mCRYM (apo et complexée au NADP(H)).

A.1.3.1. Domaine de fixation du NADP(H)

Le domaine de fixation du NADP(H), compris entre les résidus 131 et 194, présente une
organisation sensiblement similaire aux domaines NADP(H) connus. De plus, il comporte le
motif GxGxxA/G caractéristique de la fixation des dinucléotides et qui est conservé chez
toutes les protéines ayant un domaine a NAD(H) et a NADP(H). Ce domaine est constitué
d’une alternance de brins B et d’hélices a, connu sous le nom de Rossmann fold. Chez

MCRYM, le domaine de Rossmann présente de multiples interruptions par I'ajout ou la
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suppression de structures secondaires non caractéristiques de ce domaine et qui donne
cette organisation BAaABBaBBCaCBDBEaDBE aEaE’BE " aE”’BF. Une hélice a est absente
entre les brins BD et BE. Un sous-domaine (nommé domaine BE’-aE”), composé de deux
brins B et de trois hélices a (aE, aE’ et aE”’), est intercalé entre I'hélice aD et le brin BF du
domaine de Rossmann et de trois hélices a (aE, aE’ et aE”). Ce domaine se trouve éloigné du
site de fixation du NADPH. Cette organisation Rossmann fold like pourrait constituer la
spécificité de la famille des uCrystallines/OCDs/AfAlaDH puisqu’elle est observée dans les
quatre structures résolues des protéines de cette famille (hCRYM, mCRYM, PpOCD,
AfAlaDH).

Au niveau de ce domaine, un ion potassium semble étre présent sur chague monomere
(Figures 54). Cet ion n’est pas observé dans les structures des homologues, ni dans les autres
structures de mCRYM car la condition de cristallisation ne contenait pas du KH,PO4 comme
c’est le cas pour la structure de mCRYM/T3/NADP(H). La présence d’un ion potassium, par
monomere, dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H) ne permet pas d’extrapoler sur un
possible role physiologiqgue de mCRYM lié aux ions potassium. Cependant, de nombreuses
études suggerent un lien physiologique entre CRYM, T3 et 'homéostasie du potassium. En
effet, les hormones thyroidiennes sont connues pour avoir un réle dans la régulation de
I’homéostasie du potassium par I'activation de I'expression des Na/K ATPases via une
coopérativité des actions génomique et non génomique de la T3 (Ismail-Beigi., 1993 ; Cheng
et al.,, 2010). Aussi, hCRYM est fortement exprimée dans les fibroblastes de type Il de la
cochlée (structure anatomique de l'oreille interne), de la méme maniére que les sous-unités
Na/K ATPases de type B1. Ces deux protéines ont chacune un réle important dans ces
fibroblastes, puisque la mutation K314T et X315Y de hCRYM est responsable de la surdité
non syndromique (Abe et al., 2003) et les Na/K ATPases sont impliquées dans la régulation
du potentiel électrique positif et du taux élevé de potassium dans l'oreille interne (Steel et
al., 2001 ; Spicer et al., 1996). Cette forte co-localisation de ces deux protéines dont leur
role est important dans ce tissu, pourrait suggérer une possible coopérativité entre ces deux
protéines afin de promouvoir I'action de la T3 sur I’homéostasie du potassium et/ou sur la
régulation de la concentration de potassium directement par CRYM (Oshima et al., 2006).
Cependant, afin de vérifier ce lien possible, il est nécessaire d’identifier des partenaires de

CRYM qui seraient impliqués dans le métabolisme du potassium.
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Figure 54 : (A) Représentation du monomére de mCRYM/T3/NADP(H), vue sur le domaine de fixation du
NADP(H) (le domaine Rossmann est représenté en bleu et le domaine BE’-aE” en vert, la molécule de NADP(H)

en orange, I'ion potassium par une sphére jaune). (B) rotation de 90° de la figure A.
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A.1.3.2. Domaine de dimérisation et de fixation de la T3

Le domaine de dimérisation et de fixation de la T3 est localisé a I'extrémité N-terminale, du
résidu 1 a 130 et a I'extrémité C-terminale, du résidu 295 a 314. Ce domaine est composé
d’un feuillet B antiparalléle et de quatre hélices a. Les feuillets B antiparalléles de chaque
monomere interagissent, par I'intermédiaire de leur face externe, pour former l'interface de
dimérisation. Aussi, chaque feuillet est impliqué dans la fixation de la T3, au niveau de leur
face interne (Figure 55). Le site de fixation de I’hormone T3 est ainsi localisé a proximité de

I'interface de dimérisation mais également du site de fixation du NADP(H) (Figures 55).
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Figure 55 : (A) Représentation d’'un monomére de mCRYM/ T3/NADP(H), vue sur le domaine de fixation de la

T3 (le domaine est représenté en vert citron et la T3 en bleu cyan). (B) rotation de 90° de la figure A.

Au niveau du domaine de dimérisation et de fixation de la T3, la boucle entre les brins B4 et
B5 (nommée boucle B4-B5) n’est pas visible sur les cartes de différences (Fo-Fc et 2Fo-Fc en
densité positive) de la structure cristallographique de mCRYM/T3/NADP(H). Il en est de
méme pour les deux autres structures de mCRYM. Par conséquent, la présence de la
molécule T3 dans le site de fixation de mMCRYM ne permet pas la stabilisation de cette
boucle. Notons la présence de résidus basiques (His84 et His91), au niveau de cette boucle,
qui pourraient constituer un patch basique pour la fixation d’'un partenaire de mCRYM. Ce

partenaire pourrait avoir un role dans la stabilisation de cette boucle.

Le résidu K313, localisé a I'extrémité C-terminale de mCRYM, n’est pas visible dans la densité
électronique du fait de sa présence a I'extrémité de la molécule, dans une structure non

ordonnée. La mutation de ce résidu en Thréonine (K314T pour la protéine hCRYM) est a
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I'origine d’une surdité non syndromique et induit une diminution de I'affinité de la T3 pour
hCRYM qui devient NADPH indépendante bien que ce résidu soit éloigné du site de fixation
de la T3 (Oshima A et al. 2005). Par ailleurs, I'extrémité C-terminale est exposée a la surface
de la protéine et la nature basique du résidu Lys313 ainsi que la présence a proximité de ce
résidu de trois résidus sérine (en position 308, 310 et 311) et du résidu Gly312, tous les
guatre conservés dans les deux séquences de mCRYM et hCRYM, pourraient favoriser la
fixation, in vivo, d’'une protéine, non partenaire de CRYM sauvage, a CRYM mutée ce qui
pourrait expliquer la diminution de la fixation de la T3 due a la mutation K314T de hCRYM.
On pourrait imaginer une protéine qui induirait un encombrement stérique et/ou un
changement de conformation qui inhiberait la fixation du NADPH et par conséquent, la
fixation de la T3 devient NADPH indépendante et induit une diminution de son affinité pour
CRYM. Afin de vérifier cette hypothese, il suffit d’extraire CRYM a partir d’'une lignée
cellulaire stable; par exemple celle utilisée par Oshima et collaborateurs (2005), lignée
cellulaire COS1* stable exprimant la protéine CRYM mutée fusionnée a une étiquette FLAG
puis d’extraire et de purifier CRYM mutée par immunoprécipitation puis d’analyser, par
spectrométrie de masse (ESI-MS), si la fraction purifiée de CRYM contient du NADPH. Si
I’'hypothese est vérifiée de I'absence de NADPH dans la fraction de CRYM, la méme
expérience peut étre effectuée pour identifier les protéines qui se fixent a CRYM mutée
versus CRYM sauvage (lignée cellulaire COS1 stable exprimant hCRYM sauvage fusionnée a
I’étiquette FLAG). Puis d’extraire, en paralléle, les deux protéines CRYM du lysat cellulaire et
de séquencer par spectrométrie de masse (ESI-MS-MS) les protéines qui se sont accrochées
a CRYM mutée et sauvage. L’identification des partenaires présents pour CRYM mutée et
absent pour CRYM sauvage devront étre confirmés comme des partenaires de CRYM (et non

des artefacts liés a la technique) par une immunoprécipitation inverse.

A.2. Interaction de la molécule T3 avec la protéine mCRYM et le NADP(H)

L'interaction de la T3 avec mCRYM s’effectue principalement par des liaisons hydrogenes,
qui, la plupart, font intervenir des molécules d’eau. Des interactions électrostatiques et
hydrophobes sont également engagées entre la T3 et mCRYM (Figure 56 et Tableau 10). Les
oxygenes de la fonction carboxylique de la T3 constituent la majorité des liaisons hydrogenes

entre la T3 et mCRYM. Alors que les cycles aromatiques de la T3 engagent, principalement,
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des interactions hydrophobes avec les résidus Phe58, Phe79, Arg229 et le cycle
nucléotidique du NADP(H). Aucune interaction n’est observée entre le cycle nicotinamide et

la molécule T3, en particulier le carbone C4 de ce cycle, portant I'ion hydrure.

R47

Figure 56 : Résidus de mCRYM impliqués dans I'interaction avec la molécule T3 (représentée en bleu cyan), la

molécule de NADP(H) est représentée en orange et le carbone C4, au niveau du cycle nicotinamide, porteur de

I'ion hydrure est représenté par une sphére jaune.
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mCRYM Distance (A) T3
R47-NH1 2,5 04
R47-NH2 2,8 o4
R118-NH1(2,90 A) 2,6 (H,06) 04
1292-0(2,7 A) 2,9 (H,05) N1
1292-0(3,2 A) 2,6 (H,06) 04
K75-NZ (2,6 A) 3(H,07) 04
K75-NZ (2,6 A) 2,3(H,07) 03
$228-0G 2,9 N1
5228-0G (3,3 A) 3,1(H,08) 04
$228-0(3,3 A) 3,1(H,0 8) 04
E256-0E1 3,5 12
$228-0 3,5 12
R47-NH1(3,6 A) 3,5(H,08) 12
R47-NH2 (3,4 A) 3,5 (H,0 8) 12

Tableau 10 : Interactions entre la protéine mCRYM et la molécule de T3.

Les résidus de mCRYM impliqués dans ces interactions sont localisés dans différentes
structures secondaires du domaine de fixation de la T3 mais également du domaine de
fixation du NADP(H). Les résidus Argd7, Lys75, Phe58 et Phe79 sont situés au niveau du
feuillet B antiparalléle. Le résidu Arg118 est situé au niveau de I'hélice a3, le résidu Leu 292
au niveau de la boucle entre I'hélice a4 du domaine de fixation de la T3 et le brin BF du
domaine de fixation du NADPH, le résidu Glu256 au niveau de |’hélice aE, du domaine BE’-
aE” et enfin les résidus Ser228 et Arg229 au niveau de la boucle entre le brin BE et I’hélice
oD du domaine de fixation du NADP(H). Des résidus de mCRYM (Arg118, Ser228, Arg229 et
Leu292) interagissent a la fois avec la molécule de NADP(H) et celle de la T3 (Figure 56 et
57). Les résidus Arg118 et Leu292 sont localisés au niveau du domaine de dimérisation et de
fixation de la T3 et les résidus Ser228 et Arg229, appartiennent au domaine de fixation du
NADP(H). En définitive, La fixation de la T3 n’engage pas uniquement des résidus
appartenant a son domaine mais également des résidus du domaine de fixation du NADP(H),
de méme pour le NADP(H). Il semblerait qu’il y ait une coopérativité entre les deux

molécules. La fixation de la molécule de NADP(H) pourrait stabiliser les chaines latérales de
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ces résidus pour renforcer la fixation de la T3. Ce point sera développé ultérieurement avec

la comparaison des structures de mCRYM apo et mCRYM/T3/NADP(H).
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Il est également surprenant de voir qu’aucune liaison n’est engagée entre les atomes d’iode
de la T3 et ceux du NADP(H). Aussi, un seul atome d’iode (12), de la T3, interagit avec les
résidus de mCRYM (Argd7, Glu256 et Ser228). L'absence d’interaction des autres atomes
d’iodes avec mCRYM suggere une faible affinité de fixation de la T3 dans cette structure de
mMCRYM. En effet, la répartition de surface électrostatique de la molécule mCRYM au niveau
du site de fixation de la T3 confirme I'absence de patchs basiques ou acides au niveau des
iodes (Figure 58). Les structures cristallographiques de protéines complexées avec la

molécule de T3 et les dérivés de T3, disponible dans la PDB, montrent pour certaines le
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méme type de fixation, des liaisons hydrogénes concentrées au niveau des oxygenes de la
fonction carboxylique. Aussi, la partie aromatique de la molécule T3, ou sont localisés les
atomes d’iodes, ne présente pas de liaisons hydrogenes mais seulement des interactions

hydrophobes et amphipathiques (Martinez L et al. 2008).

Figure 58 : (A) Représentation de la répartition de surface électrostatique au niveau du site de fixation de la
molécule T3 et de la molécule de NADP(H) (B) rotation de 90° de A. La molécule de T3 est représentée en cyan

et la molécule de NADP(H) en orange. Les résidus impliqués dans la fixation de la T3 sont indiqués en gris.

Les liaisons de la T3 engagées avec la protéine mCRYM ainsi que I'absence de liaisons
existantes entre la T3 et le NADP(H) ne semblent pas suggérer une activité enzymatique liée
au transfert de I'ion hydrure porté par le carbone C4 du cycle nicotinamide du NADP(H). De
plus, aucun résidu de mCRYM et aucune molécule d’eau ne pourraient jouer le réle de pont
entre les molécules de NADP(H) et de T3 pour permettre ce transfert. Si la protéine mCRYM
n‘est pas une enzyme, comment peut-elle convertir le NADPH en NADP'? Y a-t-il
I'intervention, in vivo, d’'un partenaire capable d’effectuer cette conversion ? Si c’est le cas,
pour quel mécanisme biologique de mMCRYM I’énergie générée par cette conversion est-elle

utilisée ?

128



CHAPITRE 3  Etude structurale du complexe mCRYM/T3/NADP(H)

A.3. Comparaison des structures de mCRYM : mCRYM apo,
mCRYM/NADP(H) et mCRYM/T3/NADP(H)

A.3.1. Comparaison de mCRYM/NADP(H)/T3 avec mCRYM apo

La superposition des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de mCRYM apo montre peu de
changements de conformation des structures secondaires dus a la fixation de la molécule de
NADP(H) et de T3. Cette comparaison, réalisée avec DaliLite (site EMBL-EBI) conduit a un
RMSD* (Root Mean Square Deviation) de 0.50 A. Ces changements sont majoritairement
localisés au niveau des structures secondaires impliquées dans le domaine de fixation de la
T3, en particulier les brins B qui constituent le feuillet B antiparallele : B2, B3, B4, B5 et B6
(Figure 59.A et 59.B). Ces changements se résument par un allongement des brins B4 et 5
dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H). Ces deux brins sont reliés par la boucle B4-B5
dont la densité électronique n’est pas visible. Les brins B2 et B3 sont plus proches (dits en
position fermée) du site de fixation de la T3 dans mCRYM/T3/NADP(H) comparé a mCRYM
apo. Enfin, le brin B6 adopte une orientation différente par rapport aux autres brins B qui

constituent le feuillet B antiparalléle.
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Figure 59 : Superposition de la structure de mCRYM/T3/NADP(H) et de mCRYM apo. (A) Représentation des
deux monomeres superposés de mCRYM/T3/NADP(H) (en vert citron, le domaine de dimérisation et de fixation
de la T3, en bleu, le domaine de fixation du NADP(H), en vert, le domaine BE’-aE”’) et mCRYM apo (en bleu
clair). (B) rotation de 90° de la figure A.

Des changements de conformation sont également visibles au niveau des chaines latérales
des résidus impliqués dans la fixation de la T3 (Figure 60.A). Dans la structure de
mCRYM/T3/NADP(H), ces résidus présentent tous une conformation favorable a la fixation
de la T3 par comparaison avec la structure de mCRYM apo. En particulier, dans la structure
de mCRYM apo, la densité électronique attribuée aux chaines latérales des résidus Argd7 et

Arg229 n’est pas visible sur la carte de différence Fo-Fc (densité positive). La présence des
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chaines latérales de ces résidus dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H) révele une
stabilisation de ces résidus par la présence de T3 et/ou de NADP(H).

Au niveau du domaine de fixation du NADP(H), peu de changements de conformation sont
visibles au niveau de la chalne principale. La chaine latérale du résidu Met205 est
uniquement visible dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H), (Figure 60.B). Les résidus,
Argl68 et Thr169, présentent un changement significatif de conformation au niveau de leur
chaine latérale. Ces résidus sont tous les deux impliqués dans l'interaction avec le groupe
phosphate du NADP(H). Aussi, le résidu Argl68 est un des deux résidus (avec le résidu
Asn167) qui permet de discriminer entre le couple redox NADP(H) et NAD(H).
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1292 5228

5291

Figure 60 : Superposition des sites de fixation de la T3 et du NADP(H) des structures de mCRYM/T3/NADP(H)
(code couleur par domaine) et de mCRYM apo (en bleu clair). (A) Représentation des résidus de mCRYM
impliqués dans l'interaction avec la T3 (en cyan). (B) Représentation des résidus de mCRYM impliqués dans
I'interaction avec le NADP(H) (en orange). Les résidus T119, T115, G226, A206, V203 et G144 de mCRYM
impliqués, principalement, dans des interactions hydrophobes avec le NADP(H) ne sont pas représentés pour

plus de clarté.

En définitive, la fixation de la T3 et du NADP(H) génére une conformation fermée du site de
fixation de la T3 dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H) par comparaison avec la structure
de mCRYM apo. Ce changement de conformation est t-il engendré par la fixation de la T3
et/ou du NADP(H) ? La comparaison de la structure de mCRYM/T3/NADP(H) avec celle de
mCRYM/NADP(H) va permettre de mieux comprendre I'implication de chaque molécule dans

les changements conformationels observés.
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A.3.2. Comparaison de mCRYM/T3/NADP(H) avec mCRYM/NADP(H)

La superposition de la structure de mCRYM/T3/NADP(H) avec celle de mCRYM/NADP(H)
présente plus d’écarts (RMSD de 0.75 A) par comparaison avec celle de la structure mCRYM
apo (RMSD de 0.5 A). Les changements sont également, en majorité, observés au niveau du
domaine de dimérisation et de fixation de la T3. Les brins B qui constituent le feuillet B
antiparalléle présentent des conformations différentes pour les deux structures, y compris le
brin B1 (Figure 61). Il est surprenant de voir que le feuillet B adopte une conformation plus
proche (conformation fermée) du site de fixation de la T3 pour la structure de
mCRYM/NADP(H) par comparaison avec la structure de mCRYM/T3/NADP(H). Cette derniere
présentait déja cette conformation par superposition avec la structure mCRYM apo mais il
semblerait que le NADP(H) seul soit capable d’induire cette conformation fermée. Par
ailleurs, d’autres changements sont observés au niveau des autres structures secondaires

(les hélices al, a2, a3 et a4) du domaine de fixation de la T3.
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Figure 61 : (A) Superposition des monomeéres des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de mCRYM/NADP(H).
Représentation des deux monomeéres superposés de mCRYM/T3/NADP(H) (en vert citron, le domaine de
dimérisation et de fixation de la T3, en bleu, le domaine de fixation du NADP(H), en vert, le domaine BE’-BE") et

mCRYM/NADP(H) (en bleu clair). (B) rotation de 90° de la figure A.

L'analyse des sites de fixation du NADP(H) et de la T3 révele également de nombreuses
différences dans la conformation des chaines latérales des résidus impliqués dans la fixation
de la T3. La conformation du site de fixation de la T3 dans la structure de mCRYM/NADP(H)
ne permet pas la fixation de la T3 telle qu’elle est positionnée dans la structure de
mCRYM/T3/NADP(H), due a la présence du cycle aromatique du résidu Phe79 au niveau de
I'emplacement de la T3 et de la position du résidu Arg229, beaucoup trop proche de la
molécule de T3 (Figure 62). De plus, la conformation du cofacteur NADP(H) est différente
pour les deux structures, notamment, au niveau du cycle nicotinamide des molécules de
NADP(H) de chaque structure. La molécule de NADP(H) dans la structure de
mCRYM/NADP(H) présente un cycle nicotinamide non planaire par comparaison avec le cycle

de la molécule de NADP(H) dans mCRYM/T3/NADP(H). Il est connu que la forme réduite
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NADPH posséde un cycle non planaire comparée a la forme oxydée NADP* (Goodman et al.,
2004). Cette différence, entre les molécules de NADP(H) des structures de mCRYMs, pourrait
suggerer la présence de la forme réduite (NADPH) dans la structure de mCRYM/NADP(H) et
de la forme oxydée (NADP') pour la structure de mCRYM/T3/NADP(H), (Figure 62.B).
Cependant, I'écart de résolution entre les structures de mCRYM/T3/NADP(H) (1,8 A) et
mCRYM/NADP(H) (2,4 A) rend difficile la comparaison et I'observation de changements de

conformation.
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Figure 62 : Superposition des sites de fixation de la T3 et du NADP(H) des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et
de mCRYM/NADP(H). (A) Représentation des résidus de mCRYM impliqués dans l'interaction avec la T3 (en
cyan). (B) Représentation des résidus de mCRYM impliqués dans I'interaction avec le NADP(H) (en orange pour
la structure de mCRYM/T3/NADP(H) et en gris pour mCRYM/NADP(H)). Les résidus T119, T115, G226, A206,
V203 et G144 de mCRYM impliqués, principalement, dans des interactions hydrophobes avec le NADP(H) ne

sont pas représentés pour plus de clarté.

Cette hypothése pourrait expliquer les différences de conformation observées entre les deux
structures. Si la présence de la forme réduite NADPH entraine une conformation fermée de
ce site et que l'affinité pour la T3 est augmentée en présence de cette forme, comme cela a
été déterminé pour hCRYM (Vie et al., 2008), alors la conformation fermée du site de la T3,
dans la structure de mCRYM/NADP(H), nécessite la fixation préalable de la T3. En effet, la
représentation de la répartition de surface électrostatique des deux structures de mCRYMs
superposées le montre bien ; dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H), la molécule de T3
est visible en surface et cette conformation du site (dite ouverte) permet une exposition de

la T3. Alors que la conformation du site (dite fermée) de mCRYM/NADP(H) ne permet une
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moins bonne exposition de la T3 a la surface de la protéine. Par conséquent, il est
difficilement envisageable que la T3 puisse accéder au site si elle n’est pas déja fixée (Figure
63). Si I'hypothese est vraie, cela voudrait dire que la protéine mCRYM devrait avoir
constamment la T3 fixée, avec une affinité plus faible qu’en présence de la forme réduite
NADPH, et cette derniere régulerait la fixation de la T3 en I'empéchant de sortir du site,

principalement, par des changements de conformation des chaines latérales.
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Figure 63 : Comparaison des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et mCRYM/NADP(H). (A) Représentation de la
répartition de surface électrostatique. Les zones colorées en rouge sont chargées négativement, celles en bleu
sont chargées positivement (A) du dimére de mCRYM/T3/NADP(H) avec un zoom sur le site de fixation de la T3,

en position ouvert (la molécule de NADP(H) est représentée en orange) et (B) du dimére de mCRYM/NADP(H)
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avec un zoom sur le site de fixation de la T3, en position fermée, (la molécule de NADP(H) est représentée en
vert). La molécule de T3 (en cyan, non visible en .B par la position fermée du site de la T3) et de NADP(H) (en
orange) de la structure de mCRYM/T3/NADP(H) sont représentés, telles qu’elles sont observées en (A).

Générées a partir de Pymol.

Ce changement de répartition de charges est global, le dimére entier adopte une répartition
de surface électrostatique relachée dans le structure de mCRYM/T3/NADP(H) et rétractée
dans la structure de mCRYM/NADP(H). Ce changement est également clairement visible au

niveau du site de fixation du NADP(H).

En outre, cela signifierait que la position de la T3, dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H),
ne correspond pas a sa position la plus stable dans le site et correspondrait a un état
intermédiaire caractérisé par une fixation de faible affinité. Ce qui irait dans le sens d’une
conversion possible de la forme réduite NADPH (mise dans la condition de cristallisation) en
la forme oxydée NADP" trés probablement présente dans cette structure. Cette hypothése
est confortée par le taux d’occupation de la T3 qui est de 0,75 et par la difficulté d’obtention
de la structure en présence de la T3. En effet, les conditions de cristallisation n’étaient pas
favorables a la fixation de la T3 sur mCRYM du fait du pH fortement acide (pH 4,7) alors que
le pH optimum pour la fixation de la T3 sur mCRYM doit étre basique lié a la nature chimique
de la T3 (au moins un pH de 8,7). Par ailleurs, la position des chaines latérales de certains
résidus de la structures de mCRYM/NADP(H) suggérerait une position de la molécule de T3
plus enfouit dans le site de fixation dans cette structure, ce qui est possible compte tenu du
volume disponible au fond du site. Une question est cependant soulevée dans le cas ou cette
hypothése se confirme, comment s’est effectuée la conversion du NADPH en NADP* ? S’est-
elle effectuée d’'une maniere spontanée (par I'influence des conditions de cristallisation a pH
4.7, le temps passé dans la goutte car la forme réduite NADPH est instable ou bien lors de
I'irradiation du cristal aux rayons X) ou finalement, par une réaction enzymatique conduite

par mCRYM ?
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A.4. Comparaison de mCRYM avec hCRYM et les homologues

A.4.1. Homologie de séquence

L'alignement de séquence de mCRYM contre les séquences de protéines de la base de
données SWISS-PROT démontre I'appartenance de CRYM a la famille des OCDs/pcrystallines.
En effet, de nombreuses OCDs sont classées juste apres les protéines p-crystallines d’autres

espéeces, avec une homologie de séquence avec les pu-crystallines autour de 30%-40%.

L'alignement de séquence primaire de mCRYM contre les séquences de hCRYM, de I'OCD de
P.putida et de I'AlaDH de A.fulgidus montre des résidus conservés pour le domaine de
fixation du ligand (T3 pour CRYM) ou du substrat (Ornithine pour 'OCD et I’Alanine pour
I’AlaDH) et pour le domaine de fixation aux couples redox NAD(H), pour I’AlaDH et I'OCD, et

le couple redox NADP(H), pour CRYM, (Figure 23 du chapitre 1 introduction, page 69).

L'identité de séquences entre CRYM humaine et murine est de 88% alors que celle avec les
enzymes PpOCD et AfAlaDH est de 30 et 40%, respectivement. La différence majeure au
niveau du domaine de Rossmann de ces protéines est la fixation de différents couples
redox ; les protéines AlaDH et OCD fixent le couple NADH/NAD" alors que la protéine CRYM
fixe le couple NADPH/NADP®. Le cofacteur NAD" est utilisé dans les réactions d’oxydation
alors que le NADPH est utilisé dans les réactions de biosynthése réductrices. Au niveau du
domaine de fixation du NADPH, le motif GxGxxG/A spécifique a la fixation des dinucléotides
est présent pour les quatre protéines, ce qui prouve une conservation de la fonction de ce
domaine. Les séquences de ces protéines comportent plus de résidus conservés pour ce
domaine (53 résidus conservés) que pour le domaine de fixation du ligand/substrat (32
résidus conservés). Ce dernier est scindé en deux sous-domaines pour les quatre protéines, il
comporte la partie N-terminale de la séquence (environ les 130 premiers résidus) et
I'extrémité C-terminale (environ les cents derniers résidus). La proportion de résidus
(environ 15%) conservés pour les quatre séquences ne suggere pas une forte homologie
pour ce domaine de fixation ligand/substrat. Par ailleurs, la fonction de ce domaine est
différente pour toutes ces protéines, d’une part, par la spécificité du ligand ou du substrat
fixé, et, d’autre part, par la nature de la réaction enzymatique pour I'OCD et |'AlaDH

(cyclodésaminase et déshydrogénase, respectivement) et I'absence supposée d’activité
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enzymatique pour les protéines CRYMs. Pour comprendre le lien entre la famille des
OCDs/AfAlaDH et les p-crystallines, la comparaison des structures 3D disponibles pour

certaines de ces protéines (MCRYM, hCRYM, PpOCD, AfAlaDH) a été effectuée (Figure 64).

PpOCD mCRYM

AfAlaDH

Figure 64 : Structures cristallographiques des diméres de mCRYM, hCRYM/NADPH (PDB 2199), AfAlaDH/NAD"
(PDB 10MO) et PpOCD/Orn/NADH (PDB 1X7D).

A.4.2. Comparaison de mCRYM/T3/NADP(H) avec hCRYM/NADPH

La superposition des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de hCRYM/NADPH (Cheng et al.,
2007, PDB: 2199), (Figure 65), conduit & un écart équivalent, (RMSD de 0.8 A), a celui
observé entre les structures de mCRYM/T3/NADP(H) et mCRYM/NADP(H), (RMSD de 0.75 A).
Par ailleurs, la superposition de mCRYM/NADP(H) et de hCRYM/NADPH conduit a un écart
moins important (RMSD de 0,60 A).
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Figure 65 : (A) Superposition des monomeéres de mCRYM/T3/NADP(H) et de hCRYM/NADPH. Représentation de
mMCRYM/T3/NADP(H) : en vert citron, le domaine de dimérisation et de fixation de la T3, en bleu, le domaine de
fixation du NADP(H), en vert, le domaine BE’-BE”, la T3 en jaune et le NADP(H) en orange et hCRYM/NADPH est

représentée en bleu clair et le NADPH en gris. (B) rotation de 90° de la figure A.
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A.4.2.1. Site de fixation du NADP(H): comparaison avec

mCRYM/NADP(H)

La superposition des sites de fixation du NADP(H) de mCRYM/T3/NADP(H) et
hCRYM/NADP(H) montre que les résidus impliqués dans la fixation du NADP(H) sont
équivalents, a I'exception du résidu Met205 de mCRYM (Figure 66.A). Ce résidu est substitué

par le résidu Leu206 dans la structure de hCRYM et ne semble pas interagir avec le NADP(H).

La superposition du site de fixation du NADP(H) de mCRYM/NADP(H) et hCRYM/NADPH
montre une meilleure superposition que celle de mCRYM/T3/NADP(H) et hCRYM/NADPH,
particulierement au niveau du résidu Ser228 de mCRYM (Ser229 de hCRYM) ainsi qu’au
niveau de la molécule de NADP(H), du coté du cycle nicotinamide, portant I'ion hydrure sur
le carbone C4, (Figure 66.B). Cependant, les molécules de NADP(H) des structures de
mCRYM/T3/NADP(H) et hCRYM/NADPH présente une meilleure superposition au niveau du
cycle adénine et du résidu Arg168 de mCRYM (Arg169 de hCRYM) qui interagit avec ce cycle
(Figure 66.A).
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Figure 66 : (A) Superposition des sites de fixation du NADP(H) des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de
hCRYM/NADPH. Représentation des résidus (code couleur par domaine) de mCRYM impliqués dans
I'interaction avec le NADP(H) (en orange) et des résidus de hCRYM impliqués dans I'interaction avec le NADPH
(en bleu clair). Les résidus indiqués sur cette figure correspondent sont ceux de mCRYM. (B) Superposition des
sites de fixation du NADP(H) des structures de mCRYM/NADP(H) et de hCRYM/NADPH. Représentation des
résidus (code couleur par domaine) de mCRYM impliqués dans I'interaction avec le NADP(H) (en orange) et des
résidus de hCRYM impliqués dans l'interaction avec le NADPH (en bleu clair). Les résidus indiqués sur cette
figure sont ceux de hCRYM. Les résidus de CRYMs impliqués dans des interactions hydrophobes, avec le

NADP(H), ne sont pas représentés pour plus de clarté.

A.4.2.2. Flexibilité de la boucle B4-B5

L’organisation des structures secondaires et tertiaires de mCRYM/T3/NADP(H) et de
hCRYM/NADP(H) est sensiblement conservée mais des différences significatives de
conformations sont présentes, comme cela a été décrit pour les structures de mCRYM apo et
mMCRYM/NADP(H). La boucle B4-B5 n’est pas visible pour les trois structures de mCRYM alors
gu’elle I'est pour la structure de hCRYM/NADPH (présentée en introduction, Figure 20, page
57). Les deux séquences d’acides aminés correspondant a cette boucle, de mCRYM (GHSNT-

AVP) et hCRYM (DRGITSVVP) comportent uniqguement trois résidus conservés (indiqués en
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gras). Bien que cette boucle soit visible dans la structure de hCRYM, elle semble également
étre flexible par la présence de deux conformations différentes pour les deux monomeéres de
I'unité asymétrique (dimere cristallographique). Le résidu Pro90 de chaque monomere
présente les deux isomérisations trans/cis qui témoignent de la flexibilité de la boucle. Dans
les deux structures de CRYMs (hCRYM et mCRYM), aucun résidu de cette boucle ne semble
étre impliqué dans la fixation du NADP(H) ou de la T3. Cheng et collaborateurs (2007)
avaient émis I’hypotheése a partir de la structure de hCRYM/NADPH d’un rdle possible de la
T3 dans la stabilisation de cette boucle. Dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H), la fixation
de la T3 ne permet pas sa stabilisation donc cette hypothése semble étre réfutée par la
structure de mCRYM/T3/NADP(H). Par conséquent, I’hypothése de I'intervention nécessaire

d’un partenaire de CRYM pour stabiliser la boucle semble plus plausible.

A.4.2.3. Site de I'ion potassium

Une molécule d’eau a été positionnée, dans la structure de hCRYM, a la place de lion
potassium présent dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H). Pourtant, les résidus qui
forment les liaisons avec I'ion potassium sont tous conservés dans la séquence de hCRYM
(Figure 67) et la densité électronique de la carte de différence Fo-Fc (présence d’une densité
positive) de hCRYM suggére autre chose qu’une molécule d’eau. Par ailleurs, la condition de
cristallisation de hCRYM/NADPH ne contient pas d’ion potassium (0,2 M ammonium
formate, 20% PEG 3350 pH 6,5). L'ensemble des observations méritent plus d’investigations

sur ce site possible a potassium ou a d’autres ions monovalents ou divalents.

Résidus Distance(A) FacteurB (A?)

1130 2,63 8,26
G219 2,58 8,60
€283 2,72 9,29
K285 2,60 8,26
T287 2,87 7,22
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Figure 67 : (A) Représentation de la densité électronique, des cartes de différence 2Fo-Fc a 1 o (bleu) et Fo-Fc a
3 o (absente), de I'ion potassium de la structure de mCRYM/T3/NADP(H), (B) Tableau indiquant les distances
(A) et les facteurs B (A2) des atomes d’oxygénes des résidus de mCRYM impliqués dans la liaison avec I'ion

potassium.

A.4.2.4. Superposition du site de la T3 de hCRYM et mCRYM

La superposition des résidus des structures de hCRYM/NADPH et de mCRYM/NADP(H)
impliqués dans la fixation de la T3, observés dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H),
montre une surprenante similitude dans la conformation du site de fixation de la T3 (Figure
68). En effet, la conformation des chaines latérales des résidus, Phe79 et Arg229, dans la
structure de mCRYM/NADP(H) est identique a celle des chaines latérales des résidus
correspondants dans la structure de hCRYM/NADPH (résidus Phe79 et Arg230), cette
conformation empécherait la fixation de la T3 telle qu’elle est positionnée dans la structure
de mCRYM/T3/NADP(H). Par ailleurs, cette identit¢é de conformation, entre
mCRYM/NADP(H) et hCRYM/NADPH, conforte I’hypothése de la présence de la forme
réduite NADPH dans la structure de mCRYM/NADP(H) et réfuterait, de la méme maniére, la
présence de cette méme forme dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H), par les
différences de conformations de cette structure avec les deux autres et, si et seulement si,

ces différences ne sont pas induites par la fixation de la T3.

mCRYM et hCRYM
F79

146



CHAPITRE 3  Etude structurale du complexe mCRYM/T3/NADP(H)

K75

Figure 68 : (A) Superposition des sites de fixation de la T3 des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de
hCRYM/NADPH. (B) Représentation des résidus (code couleur par domaine) de mCRYM impliqués dans
I'interaction avec la T3 (en jaune). (C) Représentation du site de fixation de la T3 de hCRYM/NADPH avec les
résidus correspondant (en bleu clair) a hCRYM et de la molécule de T3 telle qu’elle est observée dans la

structure de mCRYM/T3/NADP(H), (la T3 est indiquée en jaune).

A.4.2.5. Comparaison avec le modéle hCRYM/T3/NADPH

Cheng et collaborateurs (2007) ont établi un modele de fixation de la T3 a partir de la
structure de hCRYM/NADPH qui implique treize résidus de hCRYM. Parmi ces résidus, sept
ne sont pas impliqués dans la fixation de la T3 dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H),
(Gly60, Met62, His91, Thr115, Met205, Trp232). Tous les résidus, y compris ceux impliqués
dans la fixation de la T3 dans mCRYM, sont conservés entre les deux séquences des
protéines CRYMs sauf les résidus Phe58 et Met205 dans mCRYM qui sont substitués,
respectivement, en Tyr58 et Leu206 dans hCRYM. Par ailleurs, la représentation de ces
résidus supplémentaires a partir de ce modeéle dans la poche de la T3 dans la structure de
mCRYM/T3/NADP(H) impliquerait une fixation de la T3 plus enfouit dans le site (Figure 69.A).
Par conséquent, la position de la T3 dans mCRYM est différente de celle proposée dans le
modeéle de hCRYM/T3. Ceci est en accord avec I'hypothése émise précédemment qui
suggere une fixation de la T3 dans un état peu stable dans la structure de

mCRYM/T3/NADP(H). La représentation des résidus, correspondant au modele de
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hCRYM/NADPH, dans la structure de mCRYM/NADP(H) suggére également une position de la

T3 plus enfouit dans le site (Figure 69.B).

o
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Figure 69 : Représentation du monomére de mCRYM/T3/NADP(H) (A) et de mCRYM/NADP(H) (B) avec les
résidus impliqués dans la fixation de la T3 proposés par le modeéle de Cheng et collaborateurs (2007) a partir de

la structure de hCRYM/NADPH.

A.4.3. Comparaison de mCRYM/T3/NADP(H) avec I’enzyme AfAlaDH

La superposition des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de AfAlaDH/NAD" (Gallagher et
al., 2004) montre d’importantes différences (RMSD de 1.4 A). Au niveau du domaine de
fixation du ligand (T3) ou du substrat (Alanine), la majorité des brins B de I’AlaDH qui
constituent le feuillet B antiparalléle sont plus longs, sauf les brins B4 et B5, dans la structure
de mCRYM/T3/NADP(H), qui sont impliqués dans la fixation de la T3. L’extrémité C-terminale
de I’AlaDH posséde un brin B supplémentaire (brin B7), positionné antiparallélement au brin
B1 localisé a I'extrémité N-terminale. Ce brin B7 est absent dans la structure de mCRYM et
confere a la structure AlaDH un feuillet B antiparalléle avec un brin B supplémentaire que

celles de CRYMs.

Pour le domaine de fixation du NAD(P), les brins B de I’AlaDH sont plus longs que ceux de
MCRYM. De plus, le domaine BE’-aE” de I'AlaDH possede des hélices a et des brins B
également plus longs. Dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H), un des résidus de ce
domaine (Glu256 de I’'hélice aE) est impliqué dans la fixation de la T3. L'implication de ce
domaine dans la fixation de la T3 et les différences structurales observées entre mCRYM et
I’AfAlaDH pourraient suggerer un réle de ce domaine dans la fixation du ligand (T3) et du
substrat (Alanine). Pourrait-il constituer la spécificité de ces protéines pour leur substrat

(Alanine) et ligand (T3) respectif ?

La structure de I'AfAlaDH/NAD" présente une boucle B4-B5 visible dans la structure. Elle
possede, de la méme maniére que les structures de CRYMs, un nombre non négligeable de
résidus (plus d’une dizaine) et est également exposée a la surface de la protéine. Par ailleurs,
cette boucle ne semble pas aussi flexible dans la structure de ’AfAlaDH/NAD" que celles des
structures de mCRYM du fait de sa présence dans la structure de I’AfAlaDH/NAD" (Figure

30.C, dans chapitre 1, introduction, page 80).

Enfin, I’AlaDH ne posséde pas d’ion potassium comme c’est le cas pour mCRYM/T3/NADP(H).
Par contre, un ion sodium est présent, a une position différente, mais cependant proche, de

celle du potassium, dans le domaine de fixation du NAD(H). Cet ion n’a pas été décrit comme
149



CHAPITRE 3  Etude structurale du complexe mCRYM/T3/NADP(H)

ayant un réle physiologique pour I’AlaDH (Figure 30.C, dans chapitre 1, introduction, page
80).

Figure 71 : Représentation des monomeres superposés de mCRYM/T3/NADP(H) (en vert citron, le domaine de
dimérisation et de fixation de la T3, en bleu, le domaine de fixation du NADP(H), en vert, le domaine BE’-aE”) et

de ’AfAlaDH/NAD" (en bleu clair).

L’analyse du site de fixation de la T3 et de I'alanine (modele proposé par Gallagher et al.,
2004) montre un positionnement différent des deux molécules dans la poche. La fixation de
I'alanine dans la structure de I’AfAlaDH/NAD" est proche du modéle de la fixation de la T3
proposé pour la structure de hCRYM (Cheng et al., 2007), c'est-a-dire plus enfouit dans le
site (Figure 72). Cette position de la T3, proche de I'alanine, n’est pas surprenante car le
modele de fixation de la T3 a hCRYM a été généré en se basant sur le modele de I'alanine qui
lui-méme a été généré a partir des données structurales de la structure de I'enzyme

PpOCD/Orn/NADH qui contient une molecule d'ornithine dans son site actif.
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RS2
V67
5228
D219
K6S
— M54
R108

D297

Figure 72 : (A) Superposition des sites de fixation de I'alanine et de la T3 des structures de mCRYM/T3/NADP(H)
et de ’AfAlaDH/NAD". (B) Représentation des résidus (code couleur par domaine) de mCRYM correspondant
aux résidus du modele de I'alanine. Représentation de la T3, en cyan, et du NADP(H), en orange, de la structure
de mCRYM/T3/NADP(H). (C) Représentation des résidus (code couleur par domaine) de I’AfAlaDH/NAD"
correspondant au modele de I'alanine. Représentation de la T3, en cyan, de la structure de

mCRYM/T3/NADP(H) et représentation du NAD®, en vert, de la structure de I'AfAIaDH/NAD+.
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Les résidus impliqués dans la fixation de la T3 dans mCRYM/T3/NADP(H) et qui ne le sont pas
dans le modele de fixation de I'alanine sont les résidus Phe58, Phe79 et Leu292 de mCRYM
correspondant, respectivement, aux résidus Asp50, Ser69 et Thr291 de I'AlaDH. Les deux
premiers résidus aromatiques de mCRYM sont impliqués dans des interactions hydrophobes
avec les cycles aromatiques de la T3 et le résidu Leu292 de mCRYM (Thr291 pour I’AlaDH)
interagit, par une liaison hydrogéne, via des molécules d’eau, avec la molécule de T3 (Figure
73). Ces différences sont dues a la nature hydrophobe de la T3 en comparaison avec la
nature chimique de I'alanine (absence de cycle aromatique). Ces résidus hydrophobes de

mMCRYM (Phe58, Phe79) semblent constituer la spécificité de mCRYM pour son ligand, la T3.

Ds0

K65

R108
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I’AfAlaDH/NAD"® correspondant aux résidus impliqués dans la fixation de la T3 (en jaune) dans

mCRYM/T3/NADP(H).

Par ailleurs, trois résidus conservés entre les deux séquences (les résidus Met54, Val67 et
Asp297 de I'AlaDH correspondant aux résidus Met62, Val77 et Asp298 de mCRYM) sont
impliqués dans l'interaction avec I'alanine et ne le sont pour la T3. Pourtant, les résidus
Met62 et Val77 de CRYM semblent étre impliqués dans la fixation de la T3 dans le modele
proposé a partir de la structure de hCRYM/NADPH (Cheng et al, 2007), qui comprend le
résidu Gly60 de CRYMs, également impliqués dans la fixation de |'alanine et qui est substitué

par le résidu Arg52 dans I’AlaDH.

Malgré la différence de localisation de la T3 et de I'alanine (modele de fixation de I'alanine
présenté en introduction, page 74, Figure 31.A), quatre résidus communs sont impliqués
dans la fixation de ces deux molécules. Parmi ces résidus communs, deux sont conservés
entre les deux séquences, les résidus Lys65 et ArglO08 de I’AlaDH correspondant,
respectivement, aux résidus Lys75 et Arg118 dans mCRYM. Les deux autres résidus ne sont
pas conservés, les résidus Lys41 et Asp219 de I’AlaDH, sont substitués par les résidus Argad7

et Ser228 dans mCRYM.

Le NADP(H) présent dans la structure de mCRYM est localisé au méme endroit que le NAD"
présent dans la structure de I’AlaDH. Cependant, la conformation des molécules est
différente, due a la nature redox et a la différence chimique qui existe entre les deux
dinucléotides (Figure 72.A). En effet, le mécanisme d’action des deux cofacteurs est différent
car 'un est accepteur (la forme oxydée NAD", couple redox NAD*/NADH, prédominance de
la forme oxydée dans la cellule) et I'autre est donneur d’ion hydrure (la forme réduite
NADPH, couple redox NADPH/NADP®, prédominance de la forme réduite dans la cellule).
Cette différence est 'un des arguments qui réfute la possibilité d’une activité alanine
déshydrogénase pour mCRYM. Au niveau de I’AlaDH, les résidus spécifiques a la fixation du
NAD" et qui par conséquent permettent de discriminer entre le NADPH et le NAD" sont les
résidus Asp157 et Vall58. A I'opposé, les résidus Argl68 et Asnl67 dans la structure de
mCRYM permettent de discriminer entre NAD" et le NADPH, en favorisant la fixation de ce
dernier. En plus de cette différence au niveau de la nature du couple redox, la structure de

MCRYM ne possede pas les deux molécules d’eau impliquées dans l'activité catalytique,
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notamment, la molécule d’eau, 0503, qui effectue une attague nucléophile sur le carbone
alpha de I'alanine (mécanisme catalytique présenté en introduction, page 74, figure 31.B)
ainsi que la substitution des résidus Arg52 et Lys41 de I’AlaDH par les résidus Gly60 et Argd7
dans mCRYM. Le résidu Argd7 de mCRYM pourrait avoir le méme role que le résidu Lys41,
par leur nature basique commune. Cependant, le résidu Gly60 n’est pas capable de
substituer le réle du résidu Arg52 de I’AlaDH, qui semble important dans la stabilisation de
ces deux molécules d’eau dans le site actif. Ces observations structurales confortent

I’'absence d’activité alanine déshydrogénase observée pour hCRYM (Schroder et al., 2004).

A.4.4. Comparaison de mCRYM/T3/NADP(H) avec I’enzyme PpOCD

La superposition des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de PpOCD/Orn/NADH (Goodman
et al., 2004) met en évidence un écart important entre les deux structures (RMSD de 1.8 A),
plus important que celui observé avec I’AfAlaDH/NAD* (RMSD de 1.4 A).

Le domaine de dimérisation et de fixation du substrat ornithine de I'’enzyme PpOCD présente
des structures secondaires supplémentaires en comparaison aux protéines CRYMs et
AfAlaDH. Cette différence est principalement présente au niveau de I’extension C-terminale
de I'OCD comprenant le brin B7 et I’hélice a6 (Figure 27, chapitre 1, introduction, page 75).
Le brin B7 interagit avec le brin B1 localisé a I'extrémité N-terminale du méme monomere et
permet, comme observé pour I’AlaDH, une extension du feuillet B antiparallele. De plus, une
hélice a6 est uniquement présente pour I'enzyme PpOCD a l'extrémité C-terminale et
s’étend jusqu’au domaine de fixation de I'ornithine de I'autre monomere privilégiant ainsi
d’une bonne proximité avec le site de fixation du NAD(H) (Figure 74). Cette proximité permet
au résidu Lys 331, localisé entre le brin B7 et I'hélice a6, d’interagir avec le NAD(H). Cette
extension C-terminale, notamment I’'hélice a6 (unique a I'enzyme PpOCD), a été proposé par
Goodman et collaborateurs (2004) comme un sous-domaine responsable de la spécificité
pour le substrat ornithine, en permettant au NAD" de reconnaftre la séquence de 'OCD par
rapport a celle de I'AlaDH et des autres protéines membre de la famille des p-
crystallines/OCDs. Cette hypothése est confortée par les spécificités observées au niveau des
structures secondaires des extrémités C-terminales de chacune de ces quatre protéines
(CRYMs, AlaDH et OCD). Elle peut-étre vérifiée en tronquant ces parties C-terminale

caractéristiques de ces protéines et de tester la fixation des substrats (alanine et ornithine)
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ou ligand (T3) sur ces protéines tronquées, versus, les protéines non tronquées. Par ailleurs,
aucune donnée actuelle ne semble favorable a une fixation de ces substrats et ligand aux

autres protéines, qui semblent chacune spécifique a son substrat/ligand.

Monomere A Monomere B

Extension C-teminale du monomers A
quis’etendsurle monomere B

Figure 74 : Structure du dimere de I'enzyme PpOCD complexée avec le NADH (en jaune) et I'ornithine (en vert),

I’'atome de sodium est représenté par une sphére (en poupre).

Par ailleurs, les feuillets B antiparalléles, des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de la
PpOCD/Orn/NADH, ont une conformation différente, en particulier les brins B2, B3, B4, B5.
Dans la structure de mCRYM, le feuillet B antiparalléle est plus orienté vers l'interface de
dimérisation, ce qui confére un plus grand volume au site de fixation pour la T3 étant donné
sa masse plus importante que celle de I'ornithine. De plus, entre les brins B4 et B5, la ou
aucune densité électronique n’a été détectée pour la structure de mCRYM, une hélice (a3)
est présente dans la structure de I'OCD. Cette hélice ne semble pas impliquée dans la

fixation de I'ornithine car elle en est trés éloignée. Par ailleurs, elle est exposée a la surface
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de la cellule et pourrait donc étre impliquée dans I'interaction de I'OCD avec ses partenaires

cellulaires.

Au niveau du domaine de fixation du NAD", 'OCD posséde un domaine de Rossmann plus
caractéristique de I'organisation connue pour ce domaine comparé a celui des protéines
CRYMs et AfAlaDH, par la parfaite alternance des brins B et des hélices a. Aussi, le domaine
BE’-aE” de I'OCD présente d’importants changements de conformation que ceux de CRYMs
et AfAlaDH, dus a I'absence d’une hélice a (correspondant a I’'hélice aE” de CRYMs et de
I’AfAlaDH. Notons la différence de numérotation entre les structures secondaires des
domaines BE’-aE” entre 'OCD et mCRYM par la présence d’une hélice ok supplémentaire
dans le domaine de Rossmann de I’'OCD, cf. Figure 74 pour 'OCD et Figure 53 pour mCRYM).
Ce domaine BE’-aE” de I'OCD, se superpose assez bien a celui de mCRYM et présente une
organisation générale similaire avec une proportion de structures non ordonnées

légérement plus importante due a I'absence d’une hélice a pour I’OCD.
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Figure 75 : (A) Superposition des monomeéres des structures de mCRYM/T3/NADP(H) et de PpOCD/Orn/NADH.
Représentation des monoméres superposés de MCRYM/T3/NADP(H) (en vert citron, le domaine de
dimérisation et de fixation de la T3, en bleu, le domaine de fixation du NADP(H), en vert, le domaine BE’-BE") et
PpOCD/Orn/NADH (en bleu clair). (B) rotation de 90° de la figure A. La numérotation des structures secondaires

reprend celle de I'OCD.

Un ion sodium est également présent dans chaque monomere de la structure de I’OCD. Il est
surprenant de constater que cet ion sodium est situé au méme endroit que I'ion sodium
observé dans la structure de I’AfAlaDH (a proximité des extrémités C-terminales des brins BE
et BF du domaine de Rossmann). Est-ce une coincidence ou est-ce que ces protéines
possedent un site physiologique a ion monovalent ? Aucune information n’est disponible a
ce sujet dans la littérature. Cette observation est intéressante pour le site a potassium
observé dans la structure de mCRYM/T3/NADP(H). Cet ion n’est pas situé au méme endroit
que les ions sodiums de I'OCD et de I’AlaDH mais sa localisation, au niveau des extrémités N-

terminales des mémes brins, le situe dans une zone assez proche de celles des ions sodiums.
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Les résidus impliqués dans l'interaction de I'ornithine sont seulement cing (Arg45, Glu56,
Lys69, Argll2, Asp228), (Figure 76.B) et se situent, pour la plupart, dans le domaine de
dimérisation et de fixation de I'ornithine a I'exception du résidu Asp228 qui appartient au
domaine de fixation du NAD(H). Ces résidus correspondent, respectivement, aux résidus
Argd7, Gly60, Lys75, Argl18, Ser228 de mCRYM (Figure 76.C). On note sur ces cing résidus,
deux résidus Glu56 et Asp228 de I'OCD, qui sont substitués par les résidus Gly60 et Ser228

dans mCRYM. Cependant, les trois autres résidus, Argd5, Glu56 et Lys69, sont conservés.

ES6 R45

K69 R112
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Figure 76 : (A) Superposition des sites de fixation de [I'ornithine et de la T3 des structures de
mCRYM/T3/NADP(H) (NADP(H) en orange) et de la PpOCD/Orn/NADH (NADH en gris). (B) Représentation des
résidus (code couleur par domaine) de mCRYM correspondant aux résidus impliqués dans l'interaction avec
I’ornithine, représentation de la T3 dans le site (en cyan). (C) Représentation des résidus (code couleur par

domaine) de la PpOCD/Orn/NADH impliqués dans I'interaction avec I'ornithine (en gris).

La comparaison des résidus impliqués dans la fixation de I'ornithine et de la T3 montre
guatre résidus communs a ces interactions, Arg45, Lys69, Argll2 et Asp228 de I'OCD,
correspondant, respectivement, aux résidus Argd7, Arg75, Argll8 et Ser228 dans mCRYM
(Cf. Figure 24, chapitre 1 introduction, page 70). Malgré I'implication de quatre résidus sur
les cing résidus de I’OCD dans la fixation de la T3 (Figure 77), le positionnement de ces deux
molécules dans le site est différent. De plus, les résidus catalytiques de I'OCD, impliqués
dans le transfert de I'ion hydrure, les résidus Asp228 et Glu56, ne sont pas conservés dans la
structure de mCRYM et confirment I'absence d’activité de cyclodésaminase pour cette
protéine. Ces observations structurales confortent les essais enzymatiques qui ont été
effectués sur I’homologue de CRYM, la p-crystalline de kangourou (86% d’homologie avec
MCRYM et hCRYM) et qui révéle I'absence d’activité de cyclodésaminase pour cette p-
crystalline (Kim et al., 1992). En définitive, la famille des p-crystallines ne correspondent pas

aux enzymes OCDs d’oU la nomination de la superfamille p-crystallines/OCDs.
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V54

229

D228
E256
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K69

K75

R112
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Figure 77 : (A) Superposition des sites de fixation de [I'ornithine et de la T3 des structures de
mCRYM/T3/NADP(H) (NADP(H) en orange) et de la PpOCD/Orn/NADH (NADH en gris). (B) Représentation des
résidus (code couleur par domaine) de mCRYM impliqués dans l'interaction avec la T3 (en jaune). (C)
Représentation des résidus (code couleur par domaine) de la PpOCD/Orn/NADH correspondant aux résidus

impliqués dans I'interaction avec la T3, représentation de I'ornithine dans le site (en vert).

B. CONCLUSION

B.1. Présence de NADPH ou de NADP" dans les structures des complexes

mCRYM ?

Avant de répondre a cette question, un tableau récapitulatif des données structurales est
présenté ci-dessous. |l présente les arguments en faveur d’un complexe mCRYM/T3/NADP*

et ceux en faveur d’'un complexe mCRYM/NADPH.
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B.1.1. Tableau de synthése des données structurales

Arguments pour la forme mCRYM/T3
complexée a la forme oxydée NADP*

Arguments pour la forme mCRYM
complexée a la forme réduite NADPH

Fixation de faible affinité de la T3 (peu de
liaisons chimiques avec les neuf résidus
de mCRYM, occupation non totale dans la
structure, difficulté d'obtention de la
forme complexée ala T3)

Conformation fermée par rapport a
mCRYM apo et plus ouverte que
mCRYM/NADPH, ce qui suggére que le
NADP* est capable d’'induire wun
changement de conformation en faveur
de la fixation de la T3

Répartition des charges en faveur d’'une
conformation ouverte dusite dela T3 et
du NADP(H), la protéine mCRYM adopte
une répartition de charge dite
« relachée »

Conformation qui semble plus planaire du
cycle nicotinamide comparée a celle de la

La conformation du site de la T3 dans ce
complexe permet une position de la T3
plus enfouit, proche du modele de
fixation de la T3 proposé pour hCRYM.

Conformation du site de la T3 pour
mCRYM/NADPH et hCRYM/NADPH
identique, conformation fermée. Le
NADPH seul est donc capable d’induire la
conformation fermée plus favorable a une
fixation de forte affinité de la T3

Répartition des charges en faveur d’une
conformation fermée du site de T3 et du
NADP(H), la protéine mCRYM adopte une
répartition de charge dite « rétractée »

Conformation qui semble non planaire du
cycle nicotinamide de mCRYM et similaire

structure de  mCRYM/NADPH et de celuide hCRYM/NADPH
hCRYM/NADPH
B.1.2. Présence du complexe mCRYM/T3/NADP® et du complexe
mCRYM/NADPH

Toutes ces données structurales sont favorables pour suggérer la présence d’un complexe
mCRYM/T3 avec la forme NADP* et d’'un complexe mCRYM avec la forme réduite NADPH. Si
I’hypothése est vraie, comment s’est effectuée la conversion du NADPH en NADP" dans la
structure de mCRYM/T3/NADP"? En sachant, que les mémes essais de co-cristallisation que

j’ai effectué en présence de la forme oxydée NADP*, n’ont pas permis la fixation de la T3.
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Par ailleurs, malgré la proximité entre la T3 et le NADP", aucune donnée structurale n’a pu
étre extraite et qui irait dans le sens d’'un mécanisme enzymatique conduit par la protéine
mCRYM. En effet, la distance entre la T3 et le NADP' ne permet pas d’établir de liaisons
chimiques (distance supérieure a 4 A) entre les deux molécules et aucun résidu de mCRYM
ou molécule d’eau, dans cette structure, ne permettent de former un pont pour permettre
une liaison possible entre la T3 et le NADP'. De plus, les cristaux ont été obtenus a partir
d’une solution de NADPH, par conséquent, la conversion aurait-elle pue se dérouler avant ou
bien pendant la soumission du cristal aux rayons X ? L'utilisation de la propriété d’absorption
du couple NADPH/NADP" peut nous permettre de répondre a cette question. En effet, la
forme oxydée NADP* absorbe uniquement & 260 nm alors que la forme réduite absorbe a
cette méme longueur d’onde (due au groupement adénine, identique pour les deux formes)
mais aussi a 340 nm, due a l'absorption du groupement nicotinamide du NADPH. Cette
absorption spécifique du NADPH a 340 nm permet de différencier son absorbance de celle
du NADP®. L'utilisation de la spectrométrie d’absorbance sur cristaux, réalisable grace au
Cryobench (technique disponible a I'IBS) permettrait de mesurer I'absorbance directement
sur le cristal avant, pendant et apres irradiation aux rayons X, ce qui permettrait de détecter
le moment ou la conversion aurait lieu. Par ailleurs, il est possible que cette conversion se

soit déroulée dans la goutte et dans ce cas, le cristal contient déja la forme oxydée NADP".

Malgré cette interrogation, ces données permettent de suggérer un modele de régulation de
la T3 par la protéine mCRYM qui semble différent des autres modeles déja proposés pour les
autres CTBPs. Rappelons la diversité de ces protéines notamment par la présence de
différents mécanismes de régulations de la concentration de T3 libre dans la cellule par ces
CTBPs (présentés en introduction page 25). Notre protéine mCRYM dévoile des propriétés de
fixation de la T3, qui semblent différer des autres CTBPs. En effet, elle serait capable de fixer
la T3 en présence de NADP' alors que la majorité des CTBPs décrites ne semblent pas
pouvoir fixer la T3 en présence de cette forme oxydée, sauf, dans des conditions bien
particuliéres. En effet, Hashizume et collaborateurs (1989) ont montré qu’une CTBP,
nommée CTBP 4,7S (PM de 58 kDa, non homologue a mCRYM), est capable de fixer la T3 en
présence de NADP® et de conditions contenant du DTT. Cela voudrait dire que le DTT, par
son action réductrice sur les ponts disulfures, provoque I'effet inverse que celui observé avec

le NADP" (car la méme expérience sans DTT conduit a une absence de fixation). La protéine
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MCRYM contient trois cystéines qui sont localisées au niveau du domaine de Rossmann (Cys
139 et Cys187) et une cystéine au niveau du domaine BE’-aE” (Cys283). Les cystéines du
domaine de Rossmann semblent assez proches pour former un pont disulfure (distance

entre les deux cystéines de 6,7 A).

La réduction de ce pont aurait-elle une influence sur la conformation de ce domaine qui
aurait pour conséquence de modifier I'effet physiologique du NADP*? Des investigations

supplémentaires sont nécessaires pour répondre a cette question.

En définitive, la protéine mCRYM semble fixer la T3 avec une affinité trés modérée en
présence de NADP'. Les observations structurales du complexe mCRYM/NADPH suggeérent
une affinité augmentée avec cette forme réduite NADPH. Cependant, la conformation
fermée du site suggere une fixation préalable de la T3, sans quoi, une fois le NADPH fixé, la
T3 ne peut plus accéder au site de mCRYM complexée au NADPH. Si cela est vrai, la protéine
MCRYM devrait fixer la T3 avant la NADPH. Par ailleurs, aucune CTBP connue pour le
moment n’est capable de fixer la T3 en absence de NADPH. Les mesures d’affinité de la T3
pour la protéine mCRYM par ITC et I'influence des cofacteurs NADPH et NADP® sur cette

affinité devraient nous permettre d’élucider ce dilemme.

B.2. Spécificité du domaine de fixation du NAD(P) des p-

crystallines/OCDs/AfAlaDH

La comparaison des structures de mCRYM, AfAlaDH/NAD" et PpOCD/Orn/NADH ont permis
de mettre en avant des observations trés intéressantes quant a la spécificité du domaine de
fixation du NAD(P)(H). Toutes les protéines de cette famille présente un domaine de
Rossmann caractéristique. Cependant, les domaines de ces protéines comportent des
particularités qui semblent spécifique a la superfamille des p-crystallines/OCDs/AfAlaDH.
Tout d’abord, ce domaine ne présente pas une organisation stricte du domaine de Rossmann
par l'alternance des brins B et des hélices a, notamment pour les protéines CRYMs et
AfAlaDH, ce qui n"empéche pas de conserver sa fonction. Aussi, le domaine est interrompu
par un sous-domaine, le domaine BE’-aE” qui présente une homologie de 20% entre ces
protéines. Par ailleurs, les données structurales semblent suggérer des spécificités propres a

chaque protéine. La structure de mCRYM/T3/NADP" a mis en évidence I'implication du
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résidu Glu256 de ce domaine (localisé au niveau de I'hélice aE de mCRYM) dans la fixation
de la T3. Les observations structurales semblent suggérer un réle possible de ce domaine
dans la fixation du ligand/substrat de ces protéines, méme si aucun résidu du domaine de
I’OCD n’est impliqué dans la fixation du substrat. Cependant, I'hélice aE’ du domaine de
I’OCD (correspondant a I'hélice aE de mCRYM) intéragit avec le brin B2 qui, ce dernier,
chevauche de nombreux résidus impliqués dans le site actif de I'OCD. Ces observations
suggerent davantage un role important de ce domaine dans la fixation des susbtrats
(ornithine et alanine) ou ligand (T3) de ces protéines. Afin de vérifier cette hypothese, une
mutation ponctuelle du résidu Glu256 de mCRYM permettrait de comprendre l'influence de

ce domaine sur la fixation de la T3.

D’autre part, il est surprenant qu’aucune protéine ne soit capable de fixer le substrat ou le
ligand d’une autre alors que la conformation des sites de fixations des substrats et ligand est
sensiblement similaire. Aucune étude détaillée n’a permis de mettre en évidence ce genre
de fixations croisées. Chacune de ces protéines possedent donc une signature qui lui ait
spécifique, lui permettant de fixer son propre ligand ou substrat. Les observations
structurales au niveau des sites de fixations des substrats (ornithine et alanine) et ligand (T3)
révelent de nombreux résidus non conservés, entre ces protéines, qui pourraient étre a
I'origine de cette spécificité. Il serait cependant intéressant de vérifier si la protéine mCRYM
est capable de fixer d’autres ligands que la T3. Il est connu que mCRYM est capable de fixer
la forme inactive de la T4, avec une affinité plus faible que la T3. Les essais de co-
cristallisation avec la T4 n’ont pas permis |'obtention de cristaux en sa présence. Par ailleurs,
on pourrait imaginer que la protéine mCRYM, par son expression sélective dans la région
striatale, pourrait fixer des molécules, autre que la T3, caractéristique de cette région

cérébrale.

B.3. Interaction avec des partenaires physiologiques : la boucle B4- 35 et

I’extrémité C-terminale

Les observations structurales, de la boucle B4- B5 et de I'extrémité C-terminale des protéines
CRYMs, AlaDH et OCDs suggerent un réle possible de ces structures dans l'interaction de ces
protéines avec leur partenaire physiologique. Dans la structure de mCRYM, la lysine a

I’extrémité C-terminale et I'effet de sa mutation K314T dans hCRYM suggere fortement un
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role possible de cette extrémité dans l'interaction avec des partenaires de CRYMs. Cette
mutation pourrait provoquer une modification de l'intéractome de CRYM qui aurait une
influence sur 'affinité du NADPH et par conséquent sur 'affinité de la T3, qui est diminuée.
De plus, toutes les extrémités C-terminales des quatre protéines sont exposées a la surface
des protéines et chacune présente une extrémité différente qui semble d’autant suggérer
une signature spécifigue a chaque protéine qui pourrait constituer un motif de

reconnaissance par des partenaires spécifiques de chaque protéine.

Par ailleurs, les observations structurales pour la boucle B4-B5 tendent vers la méme
conclusion. La boucle des protéines CRYMs est flexible avec une flexibilité plus importante
pour mCRYM, due a I'absence de cette boucle dans la structure. Celle de I’AlaDH semble
moins flexible et est autant exposée a la surface de la protéine que celle de hCRYM. Enfin, la
protéine OCD posséde une hélice entre les brins B4 et B5. La présence d’une structure
secondaire pour I’OCD au niveau d’une séquence d’une dizaine d’acides aminés (avec deux
résidus homologues pour les quatre protéines) pourrait suggérer un réle physiologique de

cette structure secondaire.

Toutes ces observations méritent de plus amples investigations par |'exploration de
I'intéractome de CRYM. Tres peu de données pour ne pas dire aucune décrivent les
partenaires de CRYM. La connaissance de ses partenaires nous permettrait, sans doute, d’en

savoir un peu plus sur la fonction physiologique de CRYM.

B.4. Site a ions monovalents : physiologiques ou artefacts

cristallographiques ?

Enfin, les trois structures mCRYM, AfAlaDH et PpOCD présentent un site a ions monovalents
par monomeres. Le dimere de mCRYM possede deux sites a potassium alors que les diméres
de I'AlaDH et de I'OCD possedent deux sites a sodium et qui sont, d’une facon aléatoire ou
non aléatoire, localisés au méme endroit pour les deux protéines. L'implication de I’AlaDH et
de I'OCD dans la régulation d’ions monovalents n’a jamais été décrite. Quant a la protéine
CRYM, par sa fonction de CTBP, un lien avec le potassium pourrait étre envisageable.
Cependant, le niveau actuel de connaissance, ne permet pas d’affirmer un role
physiologique de ce site a potassium. Des investigations plus poussées, notamment, par

I’exploration des partenaires de CRYM permettraient d’envisager un réle de CRYM dans
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I’'homéostasie du potassium. Une stratégie, in vitro, pourrait apporter des informations sur
ce site a potassium par I'analyse de la thermostabilité de mCRYM en présence et en absence
d’ions potassium par la technique de Thermal Shift Assay (TSA). Le principe de la technique
repose sur I'analyse de la thermostabilité d’'une protéine (par la mesure de la température
de fusion Tm pour Melting Temperature) qui est déterminée en fonction de la mesure de
fluorescence d’'un fluorochrome (par exemple Sypro-Orange), ajouté a la solution de
protéine, et qui a la propriété de se fixer sur les régions hydrophobes accessibles des
protéines. Par conséquent, la mesure de fluorescence est proportionnelle aux régions

hydrophobes accessibles qui témoignent de I’état de dénaturation des protéines.
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CHAPITRE 4 Etude thermodynamique de la fixation de la T3

A.  RESULTATS ET DICUSSION

Les résultats des expériences d’ITC, qui suivent, sont illustrés sous forme de graphiques et de
tableaux récapitulatifs des données thermodynamiques.

Chaque expérience comporte deux graphiques, le graphique de dessus présente les pics de
chaleur dégagée en fonction du temps (exprimée en pcal/sec), lors des 30 injections de
ligand (T3) ou de cofacteur (NADPH ou NADP), contenus dans la seringue de I'TC. Ce
graphique est constitué de deux courbes : la courbe en noir correspond a I'expérience, en
présence de protéines, appelée « expérience de titration de la protéine avec le ligand » et la
courbe en rouge (située, sur le méme graphique, au-dessus de la courbe de titration de la
protéine) correspond a I'expérience, en absence de protéine, qui mesure le dégagement de

chaleur du a la dilution du ligand. Elle est appelée « expérience de dilution du ligand ».

Les données expérimentales, aprés correction et normalisation en fonction de Ia
concentration de ligand, sont présentées sur le graphique de dessous (indiquées par des
carrés noirs). Ces données sont ajustées par analyse de ces données avec un modele
correspond a « une classe de site de fixation ». Les données théoriques qui en résultent sont

représentées par la ligne continue (en rouge).

A.1. Caractérisation thermodynamique de la fixation du NADPH et du

NADP* sur mCRYM

A.1.1. Condition en présence de sels et a pH 8,0

Les deux cofacteurs, dans les conditions de tampon suivantes : 50 mM de Tris-HCI pH 8, 150
mM de NaCl et 15 mM de B-Mercapoethanol, se fixent a la protéine mCRYM en absence de
T3 (Figure 78 et 79) avec une constante de dissociation de I'ordre du micromolaire. Le
NADPH semble avoir une constante d’affinité Ka pour la protéine mCRYM significativement

plus élevée (0,75 x 10° M) que celle du NADP* (0,12 x 10° M™).

Ces conditions de tampon n’ont pas permis de poursuivre la caractérisation
thermodynamique de la fixation de la T3 du fait de sa faible solubilité. Par conséquent,

d’autres conditions plus favorables a sa solubilisation ont été recherchées (détaillées dans la
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partie Matériel et Méthodes, page 103) et ont aboutit aux conditions de tampon suivantes :

20 mM de Tris-HCI pH 8.7, 10 % de glycérol, 10 mM de B-mercaptoethanol.
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A.1.2. Condition en absence de sels et a pH 8.7

Les expériences de fixation des cofacteurs NADPH/NADP" ont été reproduites afin de vérifier
si les nouvelles conditions de tampon, favorables a une bonne solubilité de la T3, ont une
influence sur I'affinité des cofacteurs pour la protéine mCRYM (Figure 80 et 81). Ces résultats
ne sont pas significativement différents des résultats obtenus avec les premiéeres conditions
de tampon. Par conséquent, les sels et le pH n’ont pas d’influence sur la fixation des

cofacteurs a la protéine mCRYM.
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Les résultats, présentés dans le tableau (Figure 82), sont obtenus a partir de la moyenne de
deux expériences pour chaque cofacteur. A partir des valeurs de la variation d’enthalpie (AH)
et de la variation d’entropie (AS) obtenues expérimentalement, I'énergie libre (AG) a été

calculée a partir de la formule suivante :

AG = AH -TAS
T correspond a la température, AS la variation d’entropie, AH la variation d’enthalpie et AG

I’énergie libre.

Fivation M b a £l LH L6 TEs L5

ligand  isites UR ARy LR itoalmalh ibcalmall ihealmal ihealmaltdag
N&DFH 1000l 06l 0 IS 178042 A7 21 o9l 08 TS B ]
HaDPs 103+001 0171006 Blr22 480 Sl 20 [ ST

Affinité des cofacteurs NADPH et NADP* pour mCRYM

0,90

0,80

0,70 T

0,60 -

Constante d'affinité Ka (x10° M)

NADPH NADP*

Figure 82. (A) Tableau récapitulatif des parametres thermodynamiques de fixation des cofacteurs NADPH ou
NADP" sur la protéine mCRYM. Les valeurs thermodynamiques indiquées pour chaque cofacteur correspondent
a la moyenne de deux expériences. (B) Graphique représentant I'affinité du NADPH (en bleu) et du NADP" (en

rouge) pour la protéine mCRYM.

Les énergies libres AG et les variations d’enthalpie AH de chaque expérience sont négatives,

par conséquent la réaction est exothermique par la contribution favorable de I'enthalpie (AH
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<0) et spontanée (AG <0). Par ailleurs, le terme (-)TAS est positif, donc sa contribution a la
réaction est défavorable. Du fait que les expériences de fixation soient conduites par la
variation d’enthalpie (AH), cela suggére que 'interaction du ligand (NADPH ou NADP") avec
la protéine mCRYM est principalement conduite par des interactions de types polaires, soit
des liaisons hydrogenes, de van der Waals ou des interactions électrostatiques qui

contribuent a la stabilisation du complexe mCRYM/NADP(H).

La constante Ka du NADPH est presque quatre fois supérieure a celle du NADP" (Figure 82).
Ce couple redox (NADPH/NADP") est utilisé par les enzymes anaboliques pour des réactions
de biosynthese réductrices, par la mise a disposition de I'énergie par I'ion hydrure présent
sur le carbone C4 du cycle nicotinamide du NADPH. Par conséquent, pour favoriser cette
réaction, la forme réduite NADPH est prédominante dans la cellule par rapport a la forme
oxydée NADP®. Dans une cellule, le ratio NADP*/NADPH est estimé a 0,25 (Pollak et al.,
2007). Il n’est pas possible d’estimer la concentration des deux formes, réduite (NADPH) et
oxydée (NADP?), car leur concentration est trés variable d’un phénotype cellulaire 3 un autre
qui dépend des besoins énergétiques du phénotype cellulaire. Par exemple, les neurones
font parti des cellules contenant une concentration élevée en NADPH par la présence d’un
haut potentiel électrigue, consommateur d’énergie (valeur non renseignée dans la
littérature). Donc, la protéine mCRYM, in vivo, est tres certainement majoritairement sous sa
forme complexée avec le NADPH. Méme si dans I'"hypothése ol le NADPH est converti en
NADP?, par mCRYM ou par un de ses partenaires, I'abondance du NADPH dans la cellule et
son affinité pour mCRYM supérieure a celle du NADP*, favoriserait trés probablement, in

vivo, le complexe mCRYM/NADPH.

Afin de comprendre I'influence des cofacteurs NADPH et NADP" sur I'affinité de la T3 pour
mMCRYM, une caractérisation thermodynamique de fixation de la T3 en absence et en

présence de NADPH ou de NADP™" a été entreprise.
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A.2. Caractérisation thermodynamique de l'interaction de la T3 avec la

protéine mCRYM : effet des cofacteurs

A.2.1. Interaction de la T3 avec mCRYM en absence des cofacteurs

La T3 est capable de se fixer a la protéine mCRYM en absence de NADPH et de NADP" avec
une constante d’affinité équivalente a celle observée pour le NADPH, (Figure 83). Cette
forme de CTBPs complexée uniquement avec la molécule T3 n’a jamais été décrite pour les
autres CTBPS. Les données de la littérature ne nous permettent pas de savoir si cette forme,
complexée uniquement avec la molécule de T3 est physiologiquement possible. Si c’est le
cas, le role physiologique des cofacteurs seraient encore plus intriguant si la forme active de
MCRYM (capable de fixer la T3) ne nécessite pas le cofacteur NADPH pour la fixation de la
T3. En définitive, cette expérience montre que la forme active de mCRYM, in vitro, est
possible en absence de NADPH. Afin de vérifier 'existence physiologique du complexe
mCRYM/T3, au niveau du cerveau, il suffirait d’extraire la protéine mCRYM fusionnée a un
tag FLAG d’une lignée neuronale exprimant d’une maniere stable mCRYM-FLAG. Puis, a
partir de la fraction purifié¢e de mCRYM-FLAG, vérifier, par analyse en spectrométrie de

masse dénaturante (ESI-MS), si le NADPH est absent et si la T3 est présente.
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A.2.2. Interaction de la T3 avec mCRYM en présence des cofacteurs

Pour mesurer l'influence des cofacteurs sur la constante d’affinité Ka de la T3 pour mCRYM,
les mémes expériences de caractérisation de l'affinité de la T3 ont été réalisées pour la
protéine mCRYM saturée avec les cofacteurs NADPH ou NADP® (Figure 84). Les résultats
montrent que la T3 est capable de se fixer a la protéine mCRYM en présence de NADP". La
constante Ka de la T3, en présence de NADP, est proche de I'affinité mesurée pour la T3
seule. De plus, la constante Ka de la T3, en présence de NADPH, est augmentée (environ

trente fois) par rapport a celle mesurée en présence de NADP®, (Figure 84).
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Figure 84 : (A) Tableau récapitulatif des paramétres thermodynamiques de fixation de la T3 en présence et en
absence de NADP ou de NADPH. Les valeurs thermodynamiques indiquées pour la titration de mCRYM en
présence de T3 et en absence de cofacteurs correspondent a la moyenne de deux expériences. Pour les deux
autres expériences, les valeurs représentent celle d’'une seule expérience. Cependant, les expériences ont été
réalisées a différentes concentrations en cofacteurs et présentent une bonne corrélation entre les différentes
valeurs. Figure 10 et 11. (B) Graphique représentant I'affinité de la T3 pour mCRYM en absence ou en présence

de NADPH ou NADP".

Le cofacteur NADPH influence donc la fixation de la T3 pour mCRYM en induisant une
augmentation de son affinité. Cependant, cette affinité de la T3, en présence de NADPH
n’atteint pas les constantes d’affinité observées pour certaines CTBPs et comme celle
observée pour la protéine hCRYM exprimée au niveau des reins (Ka de la T3 de 2 x 10° M.
Rappelons que les CTBPs sont caractérisées par une forte diversité par leurs propriétés de
fixation de la T3 qui semblent étre tissu-spécifique aux CTBPs exprimées. L’affinité de la T3
pour mCRYM, en présence de NADPH, est tout de méme comparable a certaines CTBPs
comme celle exprimée au niveau du carcinome de la thyroide (la protéine CTBPs/kinase p58
PKM, chez ’'Homme, Ka de la T3 de 50 x 10° M'l) et est supérieure a la CTBP exprimée chez
certains amphibiens comme la grenouille taureau (CTBP dépendante d’ions métalliques, Ka
de laT3 de 7 x 10° M%), (les propriétés des CTBPs sont présentées en introduction, page 25).
Par ailleurs, toutes ces protéines ne présentent pas de fixation de la T3 en présence de
NADP* comme c’est le cas pour mCRYM. Cette derniére montre des propriétés de fixation de
la T3 encore jamais décrites auparavant et reflete, davantage, la diversité au sein d’une
méme famille de protéines. La fixation de la T3, en absence et en présence des deux formes
de cofacteurs, améne une interrogation sur le mécanisme mis en jeu par mCRYM pour
libérer la T3 afin de lui permettre d’avoir son action génomique (au niveau du noyau) et/ou
non génomique (au niveau du cytoplasme, non identifiée a ce jour). Méme si mMCRYM est
capable de convertir le NADPH en NADP®, cette réaction enzymatique ne permettrait pas, in
vitro, de libérer la T3. Par conséquent, ceci ameéne une hypothese sur la possibilité d’'une
intervention extérieure pour permettre la libération de la T3 du site de mCRYM. Cette
libération de la T3 pourrait étre accomplie par des partenaires physiologiques de mCRYM
et/ou des ligands qui rentreraient en compétition avec la T3. Ce qui améne I’hypothése de

I’existence possible d’autre(s) ligand(s) physiologique(s) pour la protéine mCRYM étudiée.
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Par ailleurs, différentes concentrations de NADPH ont été testées (80, 170, 580, 1360 uM).
La concentration de 80 uM a été déterminée a partir des expériences de titration de la
protéine mCRYM avec le NADPH (Figure 80). Cette concentration correspond a la
concentration finale de NADPH présente dans la cellule en fin d’expérience, ol tous les sites
de NADPH de mCRYM ont été saturés. Cette concentration aurait due étre suffisante pour
saturer tous les sites de fixation du NADPH de mCRYM dans notre expérience de titration de
MCRYM avec la T3, en présence de 80uM de NADPH. L’allure de la courbe obtenue a 80 uM
et 170 uM de NADPH présente deux points d’inflexions qui ne sont pas présents aux
concentrations les plus élevées de NADPH (580 et 1360 uM), (Figure 85). Il est clairement
visible que plus la concentration en NADPH augmente, plus ce deuxieme point d’inflexion
s’estompe. De plus, pour les mémes expériences en présence de NADP® (dont la
concentration saturante a été déterminée de la méme maniére que le NADPH, Figure 86), ce
point d’inflexion n’est pas observé aux concentrations les plus faibles de NADP®. Les données
actuelles d’ITC ne permettent pas de comprendre le phénomene thermodynamique ou
physico-chimique responsable de ces résultats obtenus aux faibles concentrations de
NADPH. Cependant, deux hypothéses peuvent étre émises, il s’agirait soit d’une incomplete
saturation des sites aux concentrations les plus faibles en NADPH, soit a un effet de
coopérativité entre le NADPH et la T3. Pour savoir si un tel phénoméne de coopérativité est
présent entre la T3 et le NADPH, c'est-a-dire, que le T3 puisse avoir un effet sur I'affinité du
NADPH comme c’est le cas du NADPH sur la T3, il suffirait de mesurer I'affinité du NADPH
pour mCRYM saturée en T3 et de voir si I'affinité du NADPH est modifiée en comparaison
avec l'expérience de NADPH seul (Figure 80). Si la T3 a une influence sur la fixation du
NADPH, alors, cela permettrait de confirmer le phénoméne de coopérativité supposé. Cela
voudrait dire, également, que ce phénomeéne de coopérativité est significativement plus
important entre la T3 et le NADPH que celui entre la T3 et le NADP®. Est-ce suffisant pour

suggérer une activité catalytique possible par la protéine mCRYM ?
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Figure 85 : Expériences de titration de mCRYM avec la T3, en présence de NADPH. Protéine mCRYM saturée
avec différentes concentrations de NADPH : 80 uM (A), 170 uM (B), 580 uM (C), 1360 uM (D). Tampon : 20 mM

Tris-HCl pH 8.7, 10 % glycérol, 10 mM B-mercaptoethanol.
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Figure 86 : Expériences de titration de
mCRYM saturée avec la T3, en présence
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290 pM (B), 580 uM (C).
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: 20 mM Tris-HCl pH 8.7, 10 %

glycérol, 10 mM B-mercaptoethanol.
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B. CONCLUSION

La caractérisation thermodynamique de la fixation du NADPH, NADP" et de la T3 ainsi que
I’effet de ces cofacteurs sur la fixation de la T3 sur la protéine mCRYM révele de nouvelles
propriétés de fixation de la T3 par cette CTBP. En effet, la protéine mCRYM est capable de
fixer la T3, in vitro, en absence des cofacteurs NADPH et NADP* (Ka de 0,67 x 10° M) et ceci
semble étre une spécificité propre a cette CTBP. L'influence des cofacteurs révéle une
affinité de la T3 pour mCRYM augmentée en présence de NADPH (Ka de 15 x 10° M™). De
plus, en présence de NADP", la T3 est capable de se fixer a la protéine mCRYM et son affinité
est similaire (0,5 x 10° M™) a celle obtenue en absence de ce cofacteur (0,67 x 10° M™). La
plupart des CTBPs caractérisées, ne sont pas capables de fixer la T3 en présence de NADP".
La seule CTBP décrite avec cette propriété de fixation de la T3 en présence de la forme
oxydée NADP' est la CTBP 4,7S (Hashizume et al., 1989). Cette fixation, en présence de
NADP’, se fait avec des conditions expérimentales contenant un agent réducteur de ponts
disulfures, le dithiothreitol (DTT). Ce dernier semble favoriser la fixation de la T3, car, dans
les mémes conditions expérimentales, sans DTT, la fixation de la T3 est inhibée, en présence
de NADP*. Nos conditions expérimentales contiennent un agent réducteur équivalent au
DTT, le B-mercaptoethanol. Ce dernier est indispensable pour la solubilité de la protéine
MCRYM car, en absence de cet agent réducteur, la protéine s’agrége en raison, tres
probablement, de I'exposition d’une cystéine a sa surface. Par conséquent, il n’est pas
possible d’envisager la méme expérience sans agent réducteur pour confirmer le méme effet
du B-mercaptoethanol sur I'affinité de la T3 pour mCRYM, en présence de NADP'. Il est
cependant indispensable de pouvoir extrapoler ces résultats de thermodynamique aux
propriétés physiologiques de fixation de la T3 sur la protéine mCRYM. Pour cela,
I'identification de la forme complexée de mMCRYM physiologiguement majoritaire
(MCRYM/T3 ou mCRYM/T3/NADP* ou mCRYM/T3/NADPH) permettrait de comprendre un
peu mieux le modele de fixation de la T3 par mCRYM. Enfin, la recherche de partenaires de
mMCRYM, serait une stratégie indirecte, mais tres certainement fructueuse, pour élucider le
mécanisme d’action de mCRYM et d’établir un modéle de régulation de la T3 par mCRYM et
du réle des cofacteurs dans cette régulation, ont-ils uniquement un réle de régulateurs de la
fixation de la T3 ? La protéine mCRYM, n’est-elle pas capable d’avoir un double réle, avec un

deuxiéme réle qui impliquerait le couple redox NADPH/NADP*? Telles que la protéine
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CTBP/ALDH du Xénope ou la protéine CTBP/kinase p58 PKM, de 'Homme avec leur double

fonction. Toutes ces questions nécessitent des investigations, in vivo, pour y répondre.
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CHAPITRE 5 Conclusion et perspectives

A. Intégration des études structurale et thermodynamique

Les données thermodynamiques semblent étre en accord avec les hypothéses structurales
émises pour les structures cristallographiques des complexes de la protéine mCRYM. Elles
révelent une affinité de la T3 significativement augmentée en présence de NADPH (Ka de 15
x 10° M) a celle obtenue en présence de NADP' (0,67 x 10° M™). Ces résultats sont en
corrélation avec les observations structurales sur mCRYM/T3/NADP" qui montrent une faible
interaction de la T3 avec les résidus de mCRYM, révélant une conformation ouverte du site
de fixation de la T3. En effet, I'interaction de la T3 avec mCRYM est principalement conduite
par des liaisons hydrogénes, principalement concentrées, au niveau de la fonction
carboxylique de la T3. La révélation par ITC d’'une réaction dépendante du terme AH est en
accord avec la nature des liaisons chimiques qui sont générées entre la molécule de T3 et la
protéine mCRYM. A l'inverse, la structure de mCRYM/NADPH révele une conformation
fermée du site de fixation de la T3, identique a celle de hCRYM/NADPH, qui est induite par la
position des chaines latérales des résidus impliqués dans l'interaction avec la T3. Cette
conformation conduit, inévitablement, a une position de la T3 plus enfouit dans le site de ce
complexe. De plus, le volume disponible au fond de la poche de la T3 est favorable a une
telle fixation. En définitive, ces observations structurales suggerent une affinité augmentée
en présence du NADPH et sont confortées par les données thermodynamiques qui montrent

une fixation de la T3 augmentée, en présence de NADPH.

Par ailleurs, les données structurales de mCRYM/NADPH, par la conformation fermée du site
de la T3, ne semblaient pas permettre I'accés de la T3 au site. L’hypothese émise suite a ces
observations était que la molécule T3 devait se fixer sur mCRYM avant l'induction de la
conformation fermée par la fixation du NADPH. Les données d’ITC montrent que la T3 est
capable de se fixer sur la protéine mCRYM préalablement complexée au NADPH. Ce résultat
est tres intéressant compte-tenu de la conformation fermée dans la structure de
MCRYM/NADPH et pourrait suggérer un changement de conformation pour permettre la
fixation de la T3. Ces résultats suscitent, par conséquent, une question : par quel mécanisme
la T3 est capable d’accéder au site de mCRYM complexée au NADPH ? Nous n’avons pas de
réponse claire a ce sujet mais les résultats d’ITC, effectués en présence de différentes

concentrations saturantes de NADPH pour mCRYM, semblent suggérer une possible
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coopérativité entre la T3 et le NADPH, qui pourrait permettre une conformation du site de la
T3 plus favorable a sa fixation. Cependant, pourquoi et comment ce phénoméne de
coopérativité interviendrait uniqguement aux plus faibles concentrations de NADPH? Peut-
étre par un exces de T3 qui favoriserait I'action de la T3 sur la fixation du NADPH. Cette
action provoquerait une partielle libération du NADPH de son site pour permettra la fixation
de la T3 et/ou un changement de conformation des chaines latérales du site de la T3 qui
conduirait a une conformation plus favorable a sa fixation. Afin de vérifier le mécanisme mis
en jeu pour permettre une conformation favorable pour la fixation de la T3, en présence de
NADPH, la détermination de I'influence de la T3 sur la fixation du NADPH, par ITC, pourrait
apporter des réponses. En effet, si I'affinité du NADPH est modifiée en présence de T3, cela
pourrait suggérer une coopérativité entre les deux molécules qui favoriserait la fixation de la
T3, en présence de NADPH. Cependant, la connaissance du mécanisme impliqué dans cette
coopérativité ne sera pas élucidée. De plus, un mécanisme qui passerait par une conversion
du NADPH en NADP® semble peut probable compte-tenu de la forte augmentation de
I’affinité de la T3 en présence de NADPH en comparaison avec celle obtenue, en présence de
NADP”. Si une telle conversion se produisait, on devrait obtenir les mémes affinités de la T3

pour mCRYM en présence des deux cofacteurs.

De la méme fagon, il serait intéressant de continuer les tests de cristallisation des complexes
mCRYM/T3 et mCRYM/T3/NADP". La résolution des structures cristallographiques de ces
complexes permettrait de confirmer de nombreuses observations, notamment au sujet de la
nature redox des molécules de NADP(H) observées dans les deux structures

cristallographiques de mCRYM.

B. La T3 est-elle le seul ligand physiologique de la protéine CRYM ?

Des approches plus variées sont nécessaires pour comprendre de quelle maniere le NADPH
régule la T3 et comment la libération de la T3 s’effectue étant donné que les deux formes de
cofacteurs sont capables de maintenir, in vitro, la T3 dans son site. Etant donné que I'affinité
en présence des deux cofacteurs est modérée (Kd de I'ordre du micromolaire) et par la forte
similitude du site de fixation de la T3 de mCRYM avec ses homologues; cette derniere
pourrait fixer d’autres ligands qui rentreraient en compétition avec la T3 et permettrait sa

libération du site de mCRYM. En effet, d’autres CTBPs, présentent cette propriété qui dévoile
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un double réle médié par la fixation des cofacteurs. Par exemple, la protéine CTBP/ALDH du
Xénope est capable de fixer la T3, en absence de NAD", et, de fixer le rétinal, en présence de
NAD" (Yamauchi et al., 1999). Par conséquent, cette protéine révéle un double réle sur deux
ligands différents. Un rble de protéine structurale qui permettrait la régulation de la
concentration de T3 libre dans la cellule ainsi que son transport dans le noyau, et, d’autre
part, un rble d’enzyme cytoplasmique, par la conversion du rétinal en acide rétinoique
(Yoshida et al., 1998). Les deux molécules, la T3 et le rétinal, interviennent dans la méme
voie de signalisation, par leur fixation sur leur récepteur nucléaire respectif (TR pour la T3 et
RAR pour le rétinal), lesquels forment un hétérodimére (RAR-TR) ligands-dépendant (rétinal-
T3) qui conduit a I'activation de genes cibles. L'activation de ces deux récepteurs est donc
régulée par la méme protéine, CTBPs/ALDH. Cette derniére réveéle un mécanisme de
régulation de ces deux ligands sous le contrdle du NAD®, donc la concentration de ce
cofacteur dans la cellule est un facteur critique pour favoriser la fixation de I'un des deux
ligands physiologiques de la protéine CTBPs/ALDH. Ce mécanisme dépendant de la
concentration de NAD" suggére donc, une affinité différente de ces deux ligands pour la
CTBPs/ALDH, en présence et en absence de NAD", avec trés certainement une affinité plus
importante du rétinal en présence de NAD" et a I'inverse, une affinité plus élevée de la T3 en
absence de NAD®. Ces données ainsi que nos données structurales et thermodynamiques
amenent vers une hypothése d’un double réle de mCRYM, influencé par les cofacteurs
NADP(H), qui conduirait a la fixation possible d’autres molécules sur mCRYM. Cette derniere
pourrait-elle fixer le rétinal ou d’autres ligands de récepteurs nucléaires de la méme
famille ? Un lien a été émis entre les récepteurs aux androgenes (AR) et la protéine hCRYM
(Malinowska et al., 2009). Il a été montré que I'expression de hCRYM est régulée par les
récepteurs ARs. Peut-étre que ce lien entre hCRYM et les ARs pourrait suggérer une fixation

possible de certaines hormones androgénes sur les protéines CRYMs ?

Par ailleurs, les données sur les CTBPs montrent un lien entre leur fonction et leur
localisation tissulaire, qui suggererait une fixation d’un ligand tissu-spécifique a la CTBP
exprimée dans le tissu. Aussi, la diversité de I'action de la T3 (génomique et non génomique)
et la localisation diffuse, cytoplasmique et nucléaire, de mCRYM peuvent envisager une

action cytoplasmique de mCRYM médiée par un autre ligand physiologique ou tout
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simplement par une action non génomique de la T3, par exemple, une action de mCRYM au

niveau des mitochondries et qui est régulée par la fixation du NADP(H).

Pour explorer cette hypothése, il serait intéressant d’effectuer un criblage, in vitro, d’'une
chimiotheque contenant des molécules spécifiques du tissu cérébral (par exemple des
neurotransmetteurs) et de tester la fixation de ces molécules sur les différents complexes de

mCRYM : mCRYM apo, mCRYM/NADPH, mCRYM/NADP".

C. Double role fonctionnel de la protéine CRYM dans le cerveau ?

Par ailleurs, I'une des hypothéses sur les mécanismes a |'origine de I'apparition de la mort
neuronale dans la MH et la MP est la présence d’un dysfonctionnement mitochondrial qui
pourrait étre associé a un phénoméne d’excitotoxicité* neuronale impliquant
« indirectement » les récepteurs N-methyl-D-aspartate (NMDA), un type de récepteurs

glutamatergiques ionotropes* conduisant a une entrée délétére de Ca** dans les neurones.

Rappelons, que les neurones glutamatergiques, impliqués dans la boucle motrice, sont
localisés dans le cortex cérébral, se projettant vers les neurones GABAergiques de la région
striatale. L’activation des récepteurs NMDA de ces neurones serait « indirectement »
déclenchée par I'atteinte du métabolisme énergétique, par la présence de concentrations
physiologiques de glutamate dans I'espace extra-synaptique (I'espace extracellulaire, entre
deux synapses). La premiére hypothése mécanistique avancée dans les années 90, appelée
hypothése « d’excitotoxicité indirecte » (Beal 1992; Brouillet et al., 1999) proposait une
altération mitochondriale chronique qui pouvait induire une diminution de la disponibilité
en ATP. Cette diminution affecterait I’échange de cations au niveau des pompes telles que
les ATPase a Ca’" et celles a Na* /K*. Ce qui conduirait & une dépolarisation partielle de la
membrane cytoplasmique qui pourrait a son tour activer « indirectement » les canaux a Ca®*
voltage-dépendants associés aux récepteurs NMDA ionotropes. L'entrée accrue de calcium
dans la cellule induirait, a son tour, la cascade excitotoxique conduisant a la mort cellulaire.

Ce mécanisme hypothétique a été récemment re-examiné par des approches variées in vivo
et in vitro (Jacquard et al., 2006). Il semblerait que I'atteinte méme partielle du systeme
mitochondrial, sans effet majeur sur la survie cellulaire, rend les mitochondries incapables
de gérer correctement les augmentations transitoires en concentrations de calcium
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cytosoliques induitent par la libération de concentration physiologique de glutamate a la
synapse. Ainsi, il a été montré que méme de faibles concentrations de glutamate deviennent
extrémement toxiques via leur interaction avec les récepteurs NMDA lorsque la chaine
respiratoire de la mitochondrie est partiellement bloguée. Contrairement a I’'hypothese des
années 1990, I'atteinte énergétique ne provoque pas d’entrée accrue de calcium. Mais
plutdt, un dysfonctionnement mitochondrial tel que, le peu de calcium rentrant, n’est pas
capturer normalement par les mitochondries, ce qui conduit a des concentrations
intracytoplasmique de Ca** rapidement trés élevées, ce qui déclenche la cascade

excitotoxique et la mort cellulaire (Jacquard et al., 2006).

Cette hypothese pourrait étre intégrée aux propriétés de la protéine mCRYM, mises en
évidence dans ce vaste projet, et nous ameéne vers une autre hypothese de travail qui relie
ce phénomene de dysfonctionnement mitochondrial a la fonction physiologique de mCRYM
dans le cerveau. Rappelons, que cette protéine a été identifiée comme étant sélectivement
exprimée dans le striatum, c'est-a-dire au niveau des neurones GABAergiques, qui, lors de ce
dysfonctionnement mitochondrial, subissent un désordre énergétique qui conduit a une
incapacité des mitochondries a réguler la concentration de calcium intracytosolique. Le site
de potassium, observé, structuralement sur mCRYM, peut-il étre un site physiologique de
potassium ou de calcium? Un défaut d’expression de mCRYM dans des situations
pathologiques, telles que la MH et la MP, peut-il avoir un lien avec le métabolisme
énergétique ? Par sa capacité a fixer le couple redox NADPH/NADP®, cette protéine est-elle
capable de porter un réle de sensor énergétique ? Ces questions méritent des investigations,
in vivo, pour y répondre. La premiére investigation, serait d’observer la localisation cellulaire
de mCRYM dans une situation physiologique et dans une situation de stress énergétique, par
exemple par le traitement, par une toxine mitochondriale (par exemple le I'acide 3-
nitropionique, 3NP), d’une lignée cellulaire exprimant d’une maniére stable mCRYM
fusionnée a un tag HA. Si la localisation de mCRYM est perturbée dans la situation de stress
énergétique, alors, il est possible de suggérer une implication de mCRYM dans la fonction
mitochondriale. Par ailleurs, la recherche des partenaires physiologiques de mCRYM pourrait
étre la seconde stratégie par la recherche de ses partenaires en fonction du compartiment
cellulaire. Pour le compartiment cytoplasmique, il serait intéressant de cibler les

mitochondries en les isolants des autres organelles cytoplasmiques. Si la protéine mCRYM
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est retrouvée dans cette préparation mitochondriale, avec I'identification de ses partenaires
mitochondriaux, alors le lien peut étre clairement établi. Par ailleurs, ce lien peut étre
également établi dans le cas ou la protéine mCRYM possede des partenaires cytoplasmiques
ayant une implication dans le métabolisme énergétique telles que les Na*/K* ATPases dont le

lien avec hCRYM a été proposé (Oshima et al., 2006).

La découverte de ligands physiologiques de la protéine CRYM, spécifique d’une région
cérébrale, ouvre certaines perspectives thérapeutiques. En effet, ces molécules ainsi que la
protéine CRYM pourraient constituer des marqueurs qui pourraient étre utilisés dans
différentes stratégies thérapeutiques (thérapie génique, thérapie chimique) et/ou de
diagnostic, notamment par I'exploration du potentiel de |'imagerie par résonance

magnétique, pour le diagnostic des maladies neurodégénératives.
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RESUME

Mon projet de these s'inscrit dans un vaste projet de caractérisation de protéines
nouvellement identifiées dont I'expression est sélective a certaines régions du cerveau.
Cette expression sélective pouvant étre liée aux phénomenes de dégénérescence neuronale
qui caractérisent les maladies neurodégénératives, ces protéines constituent donc des
biomarqueurs potentiels. Une étude structurale et physico-chimique a été effectuée sur une
dizaine de protéines, dont la protéine CRYM murine (mCRYM) qui fait parti de la famille des
Cytosolic- 3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3)-Binding Protein car elle régule la concentration en
hormone thyroidienne T3 libre dans la cellule. mCRYM appartient également a la famille des
u-crystallines et a la superfamille des p-crystallines/Ornithines Cyclodésaminases. Les
protéines présentant des homologies pour ces trois familles sont la plupart différentes par
leur fonction (enzymatique ou structurale), leur localisation tissulaire et leurs
caractéristiques physico-chimiques. Cette diversité est due au recrutement de genes de la
superfamille des crystallines pour diverses fonctions métaboliques tout en conservant le
taxon spécifique des crystallines.

Je suis parvenue a résoudre sa structure cristallographique complexée au NADP(H) et a
I’'hormone thyroidienne T3 a une résolution de 1,75 A. La protéine mCRYM est un exemple
intéressant d’évolution par son appartenance a différentes familles de protéines et, a ce
jour, aucune activité enzymatique n’a été identifiée. Sa caractérisation structurale et
thermodynamique a donc permis de mettre en évidence les différences et les similitudes
avec ses homologues enzymatiques et d’émettre des hypotheses quant a son évolution
moléculaire. Ces résultats soulévent de nouvelles questions concernant son role
physiologique : mCRYM est-elle une enzyme ou une protéine structurale? Comment
intervient le couple redox NADPH/NADP® pour réguler I'action génomique et/ou non
génomique de ’hormone T3 ? L’'hormone T3 est-il le seul ligand physiologique de CRYM dans

le cerveau ?

Mots Clés: CRYM, 3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3), NADPH/ NADP®, superfamille p-
crystallines/OCDs, biomarqueurs de maladies neurodégénératives, Cytosolic-3,3',5-triiodo-L-

thyronine(T3)-Binding Protein (CTBP).



ABSTRACT

My Ph.D. work takes part of a larger project dedicated to the characterization of proteins
newly involved into selective expression of certain mouse brain regions. This selective
expression being potentially linked to neuronal degeneration associated with

neurodegenerative diseases, the corresponding proteins are therefore potential biomarkers.

A structural and physico-chemical study has been performed on about ten proteins including
CRYM of mouse (mCRYM), which belongs to the Cytosolic-3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3)-
Binding Protein family since it regulates the concentration of free thyroid hormone,T3, in the
cell. mCRYM also belongs to the p-crystallin family and to the p-crystallins/Ornithin
Cyclodesaminases superfamily. Proteins displaying sequence homologies to these three
families of proteins have generally different functions (enzymatic or structural), different
tissue localisation and different physico-chemical properties. This diversity is due to the
recruitment of genes of the crystalline superfamily to carry different metabolic functions

while preserving the taxon-specific crystallins.

| have managed to resolve the crystallographic structure of mCRYM in complex with
NADP(H) and the thyroid hormone,T3, to 1.75 A resolution. mCRYM is a very interesting
evolution specimen as it belongs to a different family of proteins. However, no enzymatic
function has ever been demonstrated for mCRYM. Its structural and thermodynamical
characterization has revealed similitudes and divergences with the enzymatic homologues of
CRYM and has allowed us to make hypothesis relative to its molecular evolution. These
results raise new questions concerning the physiological role of mammalian CRYM: is CRYM
an enzyme or a structural protein? How does the NADPH/NADP" redox couple regulates the
genomic and/or non genomic action of the T3 hormone? Is the T3 hormone the only

physiological ligand of CRYM in the brain?

Keys words: mCRYM, 3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3), NADPH/NADP®, p-crystallins/ Ornithin
Cyclodesaminases, superfamily, biomarkers of neurodegenerative disease, Cytosolic-3,3',5-

trilodo-L-thyronine(T3)-Binding Protein (CTBP).



RESUME

Mon projet de thése s'inscrit dans un vaste projet de caractérisation de protéines nouvellement identifiées
dont I'expression est sélective a certaines régions du cerveau. Cette expression sélective pouvant étre liée aux
phénomenes de dégénérescence neuronale qui caractérisent les maladies neurodégénératives, ces protéines
constituent donc des biomarqueurs potentiels. Une étude structurale et physico-chimique a été effectuée sur
une dizaine de protéines, dont la protéine CRYM murine (mCRYM) qui fait parti de la famille des Cytosolic-
3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3)-Binding Protein car elle régule la concentration en hormone thyroidienne T3 libre
dans la cellule. mCRYM appartient également a la famille des p-crystallines et a la superfamille des p-
crystallines/Ornithines Cyclodésaminases. Les protéines présentant des homologies pour ces trois familles sont
la plupart différentes par leur fonction (enzymatique ou structurale), leur localisation tissulaire et leurs
caractéristiques physico-chimiques. Cette diversité est due au recrutement de genes de la superfamille des
crystallines pour diverses fonctions métaboliques tout en conservant le taxon spécifique des crystallines.

Je suis parvenue a résoudre sa structure cristallographique complexée au NADP(H) et a I’hormone thyroidienne
T3 a une résolution de 1,75 A. La protéine mCRYM est un exemple intéressant d’évolution par son
appartenance a différentes familles de protéines et, a ce jour, aucune activité enzymatique n’a été identifiée.
Sa caractérisation structurale et thermodynamique a donc permis de mettre en évidence les différences et les
similitudes avec ses homologues enzymatiques et d’émettre des hypotheses quant a son évolution moléculaire.
Ces résultats soulévent de nouvelles questions concernant son rdle physiologique : mCRYM est-elle une
enzyme ou une protéine structurale ? Comment intervient le couple redox NADPH/NADP" pour réguler I'action
génomique et/ou non génomique de I’lhormone T3 ? L’hormone T3 est-il le seul ligand physiologique de CRYM
dans le cerveau ?

Mots _Clés: CRYM, 3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3), NADPH/NADP®, superfamille p-crystallines/OCDs,
biomarqueurs de maladies neurodégénératives, Cytosolic-3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3)-Binding Protein (CTBP).

ABSTRACT

My Ph.D. work takes part of a larger project dedicated to the characterization of proteins newly involved into
selective expression of certain mouse brain regions. This selective expression being potentially linked to
neuronal degeneration associated with neurodegenerative diseases, the corresponding proteins are therefore
potential biomarkers.

A structural and physico-chemical study has been performed on about ten proteins including CRYM of mouse
(mCRYM), which belongs to the Cytosolic-3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3)-Binding Protein family since it regulates
the concentration of free thyroid hormone, T3, in the cell. mMCRYM also belongs to the p-crystallin family and to
the p-crystallins/Ornithin Cyclodesaminases superfamily. Proteins displaying sequence homologies to these
three families of proteins have generally different functions (enzymatic or structural), different tissue
localisation and different physico-chemical properties. This diversity is due to the recruitment of genes of the
crystalline superfamily to carry different metabolic functions while preserving the taxon-specific crystallins.

| have managed to resolve the crystallographic structure of mCRYM in complex with NADP(H) and the thyroid
hormone, T3, to 1.75 A resolution. mCRYM is a very interesting evolution specimen as it belongs to a different
family of proteins. However, no enzymatic function has ever been demonstrated for mCRYM. Its structural and
thermodynamical characterization has revealed similitudes and divergences with the enzymatic homologues of
CRYM and has allowed us to make hypothesis relative to its molecular evolution. These results raise new
qguestions concerning the physiological role of mammalian CRYM: is CRYM an enzyme or a structural protein?
How does the NADPH/NADP' redox couple regulates the genomic and/or non genomic action of the T3
hormone? Is the T3 hormone the only physiological ligand of CRYM in the brain?

Keys words: mCRYM, 3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3), NADPH/NADP®, p-crystallins/ Ornithin Cyclodesaminases,
superfamily, biomarkers of neurodegenerative disease, Cytosolic-3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3)-Binding Protein
(CTBP).



