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UV: ultraviolet

VS: vésicules de sécrétion post-Golgi
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I. Introduction

[.1 Introduction générale

Les cellules sont des unités de base du vivant qui régulent leur propre homéostasie, mais qui
doivent étre aussi capable de recevoir des signaux externes afin de répondre a un besoin. Elles sont
caractérisées par la présence d’une membrane plasmique, d’un cytoplasme et, dans le cas de cellules
eucaryotes, d’'un noyau et d’organites intracellulaires délimités par une membrane. La fonction
premiere des membranes est la compartimentation, permettant de séparer le milieu extracellulaire
du milieu intracellulaire et d’y maintenir des compositions différentes. Les premiers composants
d’'une membrane sont les lipides. Les lipides sont des molécules amphiphiles, c'est-a-dire qu’ils
possédent une partie polaire et une partie apolaire. En 1925, Gorter et Grendel ont présenté un
modeéle dans lequel la membrane plasmique des érythrocytes d’animaux était composée d’une
bicouche de lipides, avec la partie apolaire au centre de la bicouche et la partie polaire de part et
d’autre de la bicouche, en contact avec le milieu aqueux (Gorter and Grendel, 1925). Cette bicouche
de lipides est relativement imperméable au passage de la plupart des molécules hydrosolubles et
constitue la structure de base d'une membrane. Cependant, les échanges de matiére et
d’informations avec le milieu extérieur nécessitent la présence supplémentaire de protéines, qui sont
les seconds composants des membranes. Les protéines membranaires jouent les roles de récepteurs,
de transporteurs (ou de canaux), ou de transformateurs d’énergie.

En 1972, Singer et Nicolson ont proposé le modéle de la mosaique fluide dans lequel les protéines
membranaires sont soit intrinséques (transmembranaires) soit extrinseques (ou périphériques)
(Singer and Nicolson, 1972). Dans ce modele, les protéines membranaires et les lipides ne sont pas
reliés entre eux par des liaisons covalentes mais par des interactions dynamiques, hydrophobes ou
polaires, qui permettent divers mouvements a ces deux constituants et peuvent engendrer la
formation de domaines spécifiques de la membrane que |'on appelle des microdomaines. Les
microdomaines membranaires sont des régions riches en cholestérol, sphingolipides et
phosphatidylcholine. Ils forment des sortes de plate-formes réactionnelles, impliquées dans divers
processus tels que la transduction du signal ou I'endocytose. Il a été démontré que cette diversité de
fonction observée dans les microdomaines est due a une diversité de composition en termes de
protéines et de lipides (Sangiorgio et al., 2004; Tan et al., 2008).

Egalement en 1972, Bretscher a suggéré que la répartition des lipides de la membrane plasmique
des érythrocytes était asymétrique, avec le feuillet cytoplasmique enrichi en phosphatidylsérine (PS)
et en phosphatidyléthanolamine (PE), et le feuillet externe enrichi en phosphatidylcholine (PC) et en
sphingomyéline (SM) (Bretscher, 1972). Ces résultats ont par la suite été confirmés par d’autres
équipes (Gordesky and Marinetti, 1973; Verkleij et al., 1973; Whiteley and Berg, 1974) et, sachant
gue certains lipides possedent aussi des propriétés fonctionnelles importantes (en jouant le réle de
récepteurs ou de seconds messagers), ces résultats ont conduit a la formulation de deux questions :

= Quel est le r6le de cette asymétrie ?

= Comment cette asymétrie est-elle créée et maintenue dans les cellules ?
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a) Rdle de I'asymétrie des lipides membranaires

L'asymétrie des lipides au sein des membranes procure des propriétés physico-chimiques
particuliéres a chaque feuillet de cette membrane.

Par exemple, le feuillet externe de la membrane plasmique est enrichi en stérols et
sphingolipides. Les répercussions de cet enrichissement sont importantes, puisque les sphingolipides
(SL), du fait de leurs chaines d’acide gras saturées et longues, interagissent plus fortement entre eux
que les glycérophospholipides (augmentation des forces de van der Waals). Les sphingolipides
possedent aussi la capacité de former de nombreuses liaisons hydrogenes inter et intramoléculaires.
Les stérols, quant a eux, sont rigides et d’architecture plane. Ces différentes propriétés permettent
une interaction forte entre les SL et les stérols, ce qui rend le feuillet externe de la membrane
compact et donc imperméable et rigide (Holthuis et al., 2001).
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Figure 1. Réactions dépendantes des aminophospholipides (APL) au niveau des membranes plasmiques
(Zachowski, 1993).

PS: phosphatidylsérine. PE: phosphatidyléthanolamine. PA : acide phosphatidique (qui n’est pas un
aminophospholipide).

D’un autre c6té, I'enrichissement en aminophospholipides (APLs) du feuillet cytoplasmique de la
membrane plasmique des eucaryotes est important pour plusieurs fonctions (Fig. 1). Par exemple, il a
été montré que l'activité de la protéine kinase C était dépendante de l'interaction entre la PKC et la
PS (voir revue de (Hannun et al., 1986; Zachowski, 1993)). Il a aussi été montré que la présence
d’APLs sur le feuillet interne des membranes était importante pour permettre la fusion entre deux
surfaces lipidiques. A linverse, la dissipation de I'asymétrie et I'externalisation des APLs est
impliquée dans de nombreux processus :

- La coagulation sanguine (Lentz, 2003)

- La reconnaissance des cellules entrées en apoptose par les macrophages (Fadok et al., 2000)
- L’entrée de virus dans les cellules hotes (Mercer and Helenius, 2008)

- Laformation de myotubes (van den Eijnde et al., 2001)

- La capacitation des spermatozoides (Flesch et al., 2001)
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- Latransduction du signal (Yeung et al., 2008)
- Lecycle cellulaire (Emoto and Umeda, 2000)
- La polarité cellulaire (lwamoto et al., 2004)

b) Création et maintien de I'asymétrie des lipides membranaires

Lorsqu’on analyse I'asymétrie transversale des lipides au sein de diverses membranes cellulaires,
on observe qu’il existe une gradation de |'asymétrie entre les différents organelles, avec les
membranes du réticulum endoplasmique (RE) qui sont symétriques tandis que les membranes du
trans-Golgi et la membrane plasmique (MP) sont asymétriques (Fig. 2) (Holthuis and Levine, 2005).

Cell surface
PM S —— = .
— ! |
1 i Rigide et
...... : ; U 2 \Golgi asymétrique
@ N T d
@ O Cytosol
A7 TRV R W R R R Fluide et
& symétrique
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Cholesteral [:} PC@® PSSO
Glycolipid @ PEQ sMm QO

Figure 3. Distributions des lipides dans les membranes (adapté de (Holthuis and Levine, 2005)).

La répartition des lipides dans les membranes varie selon leur localisation. La membrane est symétrique au
niveau du réticulum endoplasmique (ER), lieu de synthése des lipides, et asymétrique au niveau des membranes
du Golgi et de la membrane plasmique (PM).

La synthese des lipides s’effectue sur la face cytosolique du RE et les lipides doivent étre
transportés sur la face externe a une vitesse proche de celle de leur production de maniere non
sélective, afin d’assurer la biogenése des membranes. Or, dans les membranes modeles, si la
diffusion latérale des phospholipides est rapide, la diffusion transverse (passive) des lipides
possédant une téte polaire est lente (heures ou jours pour la PC), du fait du probléme posé par le
passage de la téte polaire a travers la partie hydrophobe de la membrane. En revanche, les lipides
qui ne possédent qu’une téte polaire minimale diffusent plus rapidement a travers les membranes
(secondes ou minutes pour le diacylglycérol (DAG)) (Fig. 3) (Holthuis and Levine, 2005).
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Figure 3. Diffusion passive des lipides au travers d’'une membrane modéle (Holthuis and Levine, 2005).

La Figure indique le t;/, de la diffusion passive de différents lipides a travers une membrane modéle. L’épaisseur
de la fleche est proportionnelle a la vitesse de transport. * : t;,, mesuré avec un analogue du lipide considéré.
DAG : diacylglycérol. LPC: lysophosphatidylcholine. PC: phosphatidylcholine. Cer: céramide. SM :
sphingomyéline. GM3 : mono sialoglanglioside simple. Chol : cholestérol.

A cause de cette diffusion transverse passive lente pour les phospholipides, Bretscher a proposé
I'existence d’une protéine dans le RE qui faciliterait le «flip-flop » (diffusion transverse
bidirectionnelle) de ces lipides (Bretscher, 1973). La protéine responsable d’une telle activité serait
ce qu’on appellerait de nos jours une « flip-floppase », transportant rapidement les lipides au fur et a
mesure de leur synthése, indépendamment de I’ATP, de maniére non spécifique et bidirectionnelle.
Son identité est inconnue. L'observation selon laquelle I'insertion d’hélices a au sein de membranes
synthétiques provoque un flip-flop rapide des lipides suggére d’ailleurs que ce n’est peut-étre pas
une protéine spécifique qui permet ce flip-flop rapide dans le RE (Kol et al., 2003).

Cependant, le flip-flop des lipides induit par ces hélices a est fortement inhibé par la présence de
cholestérol, un abondant composant de la membrane plasmique des eucaryotes, et cet effet est
peut-étre dii a I'augmentation de la compacité et de la rigidité des membranes a travers lesquelles la
téte polaire doit trouver un chemin (Fig. 2) (Kol et al., 2003). Dans ces membranes a flip-flop
spontané lent, des protéines particulieres sont donc probablement nécessaires pour créer et
maintenir I"asymétrie des lipides : des « flippases » ou des « floppases », dépendantes de I'ATP,
sélectives et unidirectionnelles, qui consomment de I’ATP pour transporter un lipide spécifique
contre son gradient de concentration. La premiére activité de flippase dépendante de I’ATP a été
décrite en 1984 dans la membrane plasmique des érythrocytes. Cette flippase transporte
spécifiguement un analogue de la PS et, dans une moindre mesure, de la PE, et elle a été nommée
aminophospholipid translocase (« APLT ») (Seigneuret and Devaux, 1984). Des arguments en faveur
de I'appartenance de I’APLT aux ATPase de type P ont été avancés: le fait que le substrat soit le
Mg>*-ATP, que I’ATP se fixe indépendamment du PL, et que I"APLT soit inhibée par le vanadate et les
composés fluorés (Seigneuret and Devaux, 1984). En 1989, une activité de flippase a aussi été
détectée dans les granules chromaffins bovins (Zachowski et al., 1989). Cette flippase, nommée
ATPase I, a été identifiée comme étant le produit du géne ATP8A1. Un alignement de séquence a
permis de déterminer que I'orthologue de cette protéine dans la levure était Drs2p, une protéine
localisée au niveau du TGN (trans-Golgi network) (Tang et al., 1996). L’analyse de la séquence de ces
protéines a permis de déterminer qu’elles appartenaient effectivement a la famille des ATPases de
type P, et elles ont fondé une nouvelle sous-famille, les ATPases de type P4 (ATPases P4).
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[.2 Les ATPases de type P

a) Les ATPases de type P et leurs différentes sous-familles

Les ATPases de type P sont des protéines membranaires intégrales principalement impliquées
dans le transport d’ions et présentes dans tout le régne du vivant. Le transport d’ions contre leur
gradient de concentration nécessite de I'énergie, fournie par I’hydrolyse de I’ATP. La particularité de
ces ATPases est la formation a partir de I’ATP, au cours du cycle catalytique, d’un intermédiaire
phosphorylé, sur un résidu aspartate conservé parmi toutes les ATPases de type P. Cette particularité
a donné son nom a cette famille de protéines : les ATPases « de type P ». Leurs extrémités N- et C-
terminales sont généralement localisées dans le cytoplasme. L'alignement de séquences de
nombreuses ATPases de type P a permis de faire ressortir des motifs trés conservés, notamment la
séquence consensus hautement conservée « DKTG », ou D est I’aspartate phosphorylé au cours du
cycle catalytique (Axelsen and Palmgren, 1998; Catty et al., 1997; Mgller et al., 1996). Cet alignement
de séquences a permis de classer les ATPases de type P selon leurs spécificités de transport (Fig. 4),
et il existe 5 sous-familles d’ATPase de type P (Kuhlbrandt, 2004; Palmgren and Nissen, 2011) :

- Les ATPases de type P1 : elles sont classées en 2 sous-groupes, 1A et 1B. Le sous-groupe 1A

contient notamment une ATPase bactérienne de transport du K*, Kdp (Palmgren and Nissen, 2011).
Les substrats transportés par les ATPases du sous-groupe 1B sont les métaux dits « lourds » ou les
métaux de transition (cuivre, argent, zinc, cadmium ou plomb), et leurs fonctions sont d’une part de
fournir les métaux nécessaires au fonctionnement des métalloprotéines et d’autre part d’exporter
les métaux toxiques hors de la cellule. La particularité de cette famille est de posséder un domaine
de fixation des métaux (MBD) sur une de ses extrémités terminales. Pour les ATPases des organismes
procaryotes, le MBD est généralement localisé sur I'extrémité N-terminale et des structures a basse
résolution indiquent que ce domaine est en contact avec les domaines N/P (Wu et al., 2008). Ceci est
d’ailleurs confirmé par des expériences de biochimie classique (Gonzalez-Guerrero et al., 2009;
Tsivkovskii et al., 2001). Il a été proposé que les domaines MBD, de par leur interaction avec les
domaines N/P, agissent comme régulateurs de I'activité des ATPases P1B : dans le cas spécifique de
I’ATPase-Cu’ humaine issue du géne ATP7B, il semble que Iinteraction entre domaines MBD et N/P
soit auto-inhibitrice et que la fixation de Cu® léve cette auto-inhibition de I’ATPase (Tsivkovskii et al.,
2001). Il a également été proposé que les ions Cu® soient au préalable transférés du domaine MBD
aux sites membranaires de haute affinité, mais la localisation du domaine MBD et le fait que la
délétion du MBD dans beaucoup d’ATPases procaryotes n’ait que des effets marginaux sur "activité
ne soutiennent pas cette hypothése (Bal et al., 2001; Fan and Rosen, 2002). Des mutations des genes
codant les ATPases a cuivre entrafinent, chez ’lhomme, les maladies de Menkes ou de Wilson. La
maladie de Menkes correspond a un trouble du métabolisme du cuivre qui résulte de la mutation du
géne ATP7A, codant une enzyme responsable du transport intracellulaire du cuivre. Des mutations
de ce géne entrafinent un défaut d'absorption du cuivre au niveau des intestins (Vulpe et al., 1993).
Les principales manifestations sont neurologiques, et accompagnées d'un changement de la texture
des cheveux caractéristique de la maladie. La maladie de Wilson, quant a elle, résulte de la mutation
du gene ATP7B, codant une enzyme responsable du transport intracellulaire du cuivre dans le foie et
le systéme nerveux (Tanzi et al., 1993).
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- Les ATPases de type P2 : elles sont classées en trois sous-groupes : 2A, 2B et 2C. Le substrat

de transport des sous-groupes 2A et 2B est le calcium tandis que le sous-groupe 2C est représenté
par des ATPases de transport Na'/K" ou H'/K'. Les sous-groupes 2A et 2B sont différenciés par 4
points : Le sous groupe 2B posséde un domaine de fixation a la calmoduline sur une de ses
extrémités terminales, et ce domaine régule I'activité de I’ATPase ; le sous-groupe 2B ne transporte
gu’un seul calcium ; la formation de dérivé phosphorylé a |’état stationnaire est augmentée par la
présence de lanthane pour le sous-groupe 2B, contrairement aux autres ATPases de type P, dont le
sous-groupe 2A. Le sous-groupe 2C posséde la particularité de requérir la présence d’une sous-unité
régulatrice pour son fonctionnement (sous-unité B) (Geering, 2001). La découverte de I’ATPase-
Na‘/K" par I’équipe de Skou en 1957 lui a valu le prix Nobel (Skou, 1957). Sercala, du sous-groupe 2A,
est la premiére ATPase de type P pour laquelle la structure en 3 dimensions a été obtenue a haute
résolution (Toyoshima et al., 2000).

- Les ATPases de type P3: Ces ATPases, que |'on trouve dans la membrane plasmique des

plantes et microorganismes, exportent des protons vers le milieu extracellulaire afin de créer un
gradient électrochimique qui va permettre I'assimilation de nutriments. Par exemple, chez les
plantes, une exposition a la lumiére entraine une chaine de réactions aboutissant, via la
phosphorylation du domaine d’auto-régulation de I'extrémité C-terminale de I’ATPase a proton de la
membrane plasmique des cellules de garde des stomates, a 'activation de cette protéine. Le gradient
électrochimique résultant entraine I'absorption d’eau et d’ions par les cellules de garde. Les cellules
vont alors grossir et permettre I'ouverture des pores des stomates, ce qui va permettre aux plantes
d’absorber le CO, (Merlot et al., 2007).
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Figure 4. Arbre phylogénétique de la famille des ATPases de type P (adapté de (Kuhlbrandt, 2004)).

Le substrat de transport est indiqué dans le cadre bleu. Le nom des génes est coloré selon I’espéce : en vert,
geénes d’Arabidopsis thaliana ; en orange, génes de Caenorhabditis elegans ; en gris, géenes de Escherichia coli ;
en bleu foncé, genes d’Homo sapiens ; en bleu clair, génes de Methanobacterium thermoautotrophicum ; en
jaune, génes de Méthanococcus jannaschii ; en violet, génes de Synechocystis PCC6803 ; et en rouge, génes de
Saccharomyces cerevisiae. Classification effectuée par Axelsen et Palmgren en 1998.

- Les ATPases de type P4 : leur substrats de transport semblent étre des phospholipides et elles

ne sont présentes que chez les eucaryotes (Axelsen and Palmgren, 1998). Les ATPases de type P4
semblent nécessiter la présence d’une sous-unité régulatrice, les protéines CDC50 (Lopez-Marques et
al., 2011). Ces ATPases seront décrites plus précisément ci-apres.

- Les ATPases de type P5: leur substrat de transport n’est pas encore défini. Il existe deux

sous-groupes 5A et 5B, localisés au niveau du RE (5A) ou au niveau des lysosomes, des vacuoles ou
de la membrane plasmique (5B) (Sorensen et al., 2010). Il a été proposé que la fonction de flippase
au niveau du RE soit réalisée par les protéines appartenant au sous-groupe 5A (Poulsen et al.,
2008b), mais cette proposition est un peu contradictoire avec I'idée (voir plus haut) que ce transport
dans le RE est indépendant de I’ATP.

17



b) Les caractéristiques structurales des ATPases de type P

Les structures cristallographiques de I’ATPase-Ca** Sercala de lapin (Toyoshima et al., 2000), de
I’ATPase-Na‘/K" de porc (Morth et al., 2007), de I’ATPase-H* de plantes AHA2 (Pedersen et al., 2007),
et de '’ATPase-Cu’ de Legionella pneumophila CopA (Gourdon et al., 2011) ont déja été obtenues
(Fig. 6), et malgré un faible degré de conservation de séquence, les structures de ces différentes
sous-familles d’ATPases sont similaires. Les ATPases de type P sont constituées, en général, de 4
domaines. 3 de ces domaines sont cytoplasmiques, les domaines A, N, P tandis qu’un domaine est
transmembranaire, M, parfois séparé en deux sous-domaines T et S (Fig. 5). Certaines ATPases de
type P présentent un cinquieéme domaine (non visible sur la Figure 5), nommé domaine R et situé a
I’extrémité N- et/ou C-terminale de I’ATPase (Kuhlbrandt, 2004; Palmgren and Nissen, 2011).

Figure 5. Structure tridimensionnelle et topologie de I’ATPase-Ca** (Palmgren and Nissen, 2011).

A gauche : Structure obtenue pour Sercala (PDB: 1T5S). La pompe est organisée en trois domaines
cytoplasmiques (A, N et P), et un domaine membranaire divisible en 2 parties (T et S). Le domaine N lie I’'ATP et
possede un réle de kinase, qui va phosphoryler le domaine P. Le domaine A joue le réle de phosphatase en
déphosphorylant le domaine P. Les ions transportés (ca® dans ce cas-1a) se fixent au milieu du domaine T et le
site de fixation est accessible alternativement, au cours du cycle, soit par le cytoplasme soit par le milieu
extérieur. A droite : Représentation simplifiée de la structure présentée a gauche. Les différents domaines sont
représentés par des lettres. Le domaine A est constitué de I'extrémité N-terminale et de la premiére boucle
cytoplasmique. Le domaine N est une insertion dans le domaine P. Les domaines N et P sont constitués par la
seconde boucle cytoplasmique. Le domaine membranaire est constitué de 10 segments transmembranaires
dont les 6 premiers constituent le domaine T et les 4 derniers constituent le domaine S.

- Le domaine P (pour « phosphorylation ») contient la séquence conservée DKTG ou D est
|"aspartate phosphorylé. Ce domaine contient deux autres séquences TGDN et GDGXND impliquées
dans la coordination du magnésium associé a I’ATP. Ce domaine est constitué de deux parties,
séparées par le domaine N, dont une est reliée a I'hélice M4 tandis que |I’autre est reliée a I’hélice
M5.
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- Le domaine N (pour « nucleotide ») fixe I’ATP et permet la phosphorylation du domaine P. Il
est inséré au sein du domaine P et c’est le domaine dont la séquence est la plus variable parmi les
ATPases de type P.

- Le domaine A (pour « actuator ») est constitué de la boucle reliant les hélices M2 et M3 et
des acides aminés N-terminaux situés en amont du premier segment transmembranaire. Il contient
le motif TGES qui est hautement conservé au sein des ATPases de type P et qui est impliqué dans la
déphosphorylation de I'aspartate. Ce domaine agit donc comme une phosphatase. Ce domaine est
tres flexible, ce qui lui permet des mouvements de grande amplitude.

- Le domaine M (pour « membrane ») est constitué des hélices transmembranaires au sein
desquelles se situe le site de fixation des ions transportés. Ce domaine est constitué du domaine de
transport (T), trés flexible et impliqué dans le transport des ions, et le domaine de support (S), plus
rigide. La séquence des domaines M des différentes ATPases est trés peu conservée.

- Le domaine R (pour « regulatory »), présent pour certaines ATPases, est un domaine qui
permet la cis-régulation de certaines ATPases de type P. Il peut étre situé a I'extrémité N- ou C-
terminale ou aux deux extrémités. Il agit comme un domaine autoinhibiteur en interagissant avec le
reste de la pompe.

Certaines ATPases de type P possedent des sous-unités additionnelles requises pour leur
adressage et/ou leur fonction (Kuhlbrandt, 2004; Palmgren and Nissen, 2011). Par exemple I’ATPase-
Na‘’/K" posséde une sous-unité B, constituée d’un seul segment transmembranaire et d’un large
domaine cytoplasmique. Elle est importante pour I'adressage du complexe et module son affinité
pour le K* (Geering, 2001). Dans certaines cellules, ’ATPase-Na*/K* et sa sous-unité B interagissent
avec les protéines de la famille FXYD, nommées aussi sous-unités y. Ces sous-unités y sont de petits
polypeptides constitués d’un seul segment transmembranaire. Dans le cas de I’ATPase Na‘/K" du
rein, cette sous-unité régule I'affinité de '’ATPase pour le Na* (Geering et al., 2003). Dans le muscle
squelettique, un petit peptide régule aussi I'activité de I’ATPase Ca’* Sercala : la sarcolipine; dans le
ceeur, c’est le phospholamban qui régule I'activité de Serca2a (MaclLennan et al., 2003; MacLennan
and Kranias, 2003).
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¢) Les caractéristiques fonctionnelles des ATPases de type P

La conservation de la structure des ATPases de type P (Fig. 6) et des séquences impliquées dans la
catalyse suggerent un mécanisme de transport commun a toute cette famille. L'accumulation des
données fonctionnelles et structurales a permis de proposer un modele du cycle catalytique et de
transport des ions par les ATPases de type P, basé sur le schéma dit de « Post-Albers » (Fig. 7, A&B).
(Kuhlbrandt, 2004).

MQZ+-ATP  ADP

E1[iend],, E1-P [iErd] ,
E2 E2-P m m[En3]

Inside Outside

n [iond n [ien ]
E2m7— E2-p B2,

Pi Mg2*

Figure 7. Schéma du cycle catalytique des ATPases de type P, dit de « Post-Albers » (Kuhlbrandt, 2004).

A : schéma du cycle catalytique des ATPases de type P incluant les mouvements des différents domaines. B :
schéma général du cycle catalytique des ATPases de type P. A, N, P et M correspondent aux différents domaines
de I’ATPase. M1, M2, M4 et M5 représentent les segments transmembranaires impliqués dans le transport des
ions. X et Y représentent Iion 1 et l'ion 2, respectivement. (NB: I'accessibilité du site catalytique a I’ADP
indiquée sur le schéma A pour les formes « E1-P » et « E2-P » n’est pas forcément la plus heureuse, dans la
mesure ol I’ADP est réputé se dissocier de la protéine lorsqu’elle est sous la forme « E1-P »...)

Au début de ce cycle, I'ion 1 (ou X, Fig. 7A et 7B) rejoint son site de fixation de haute affinité via
un canal ouvert sur le cytoplasme, et y remplace I'ion 2 (ou Y, Fig. 7A et 7B) qui vient d’étre relargué
dans le cytoplasme (peut-étre par le méme canal qui servira a I’entrée de I'ion 1). La protéine est
alors sous la conformation dite « E1 ». La fixation de I'ion 1 induit des réarrangements du domaine P
qui génerent un site de fixation au Mg proche de 'aspartate et la phosphorylation de ce dernier par
le phosphate en position y de I’ATP. On obtient alors la forme « E1-P », qui relargue son ADP et qui
est dite de « haute énergie » parce que I'addition d’ADP a ce phosphoenzyme permet de reverser la
réaction et de reformer de I’ATP. Sous cette forme, I'ion 1 n’a plus acces a la surface cytoplasmique
de la membrane; il n’a pas non plus acces a 'autre c6té de la membrane : il est dit « occlus ».
S’opere alors une transition spontanée de la forme « E1-P » a une forme « E2-P », dite de « basse
énergie », forme a partir de laquelle on ne peut plus reformer d’ATP par addition d’ADP. Cette
transition est caractérisée par la rotation du domaine A. Cette rotation permet I"approche du motif
conservé « TGES » vers 'aspartate phosphorylé pour sa déphosphorylation ultérieure, I'ouverture
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d’un canal vers la face externe de la membrane et la transformation des sites de fixation du calcium
en sites de basse affinité. Pour I’ATPase-Ca’* Sercala, cette transition est en général la plus lente du
cycle catalytique et représente donc |'étape limitante. L'ion 1 est alors libéré du coté externe et |'ion
2 peut se fixer sur des sites qui pour lui sont alors de haute affinité. La fixation de I'ion 2 entraine son
occlusion. Les mouvements entrainant cette occlusion sont transmis au domaine P et cela permet
I’hydrolyse de la liaison acyl-phosphate par une molécule d’eau. Le Mg*" et le Pi sont ensuite libérés.
On obtient ainsi la forme « E2 », déphosphorylée, dans laquelle I'ion 2 est toujours occlus au sein des
segments transmembranaires. Le domaine A s’éloigne du domaine P et I’ATPase retourne sous la
forme « E1 ». Ce déplacement est accompagné de mouvements au sein du domaine M qui font
disparatitre le site de haute affinité pour I'ion 2, ouvrent un canal de sortie pour celui-ci et reforment
le site de haute affinité pour I'ion 1. Un cycle peut ainsi recommencer.

d) Larégulation des ATPases de type P

Les ATPases de type P, du fait de leur réle central dans le transport des ions ou des lipides,
doivent étre contrblées rapidement, localement et fortement afin de pouvoir répondre aux différents
stimuli gu’elles regoivent. Cette régulation peut s’effectuer a plusieurs niveaux :

-Régulation de I'expression du géne : par exemple, I'expression de I’ATPase-H* de la membrane
plasmique des levures, Pmalp, est régulée par les facteurs de transcription Rapl et Gerl, eux-mémes
régulés par le métabolisme du glucose. Le facteur de transcription GIn3, quant a lui, régule
I’expression de Pmalp en fonction des besoins en ammonium. En outre, I'expression de Pmalp est
aussi régulée par le facteur de transcription Mcm1, ce qui relie Pmalp a la régulation du cycle
cellulaire et de I'intégrité de la paroi cellulaire (Portillo, 2000).

- Régulation par redistribution de la protéine : par exemple, lorsque les cellules CHO résistantes
au cuivre sont cultivées sur un milieu riche en cuivre, ’ATPase-Cu* du Golgi de Hamster MNK (ou
ATP7A) est relocalisée dans les vésicules de sécrétion et a la membrane plasmique des cellules (Petris
et al., 1996). L’ATPase est rapidement recyclée vers les membranes du Golgi lorsque les cellules sont
placées a nouveau sur un milieu appauvri en cuivre.

- Régulation par des interactions protéines-protéines : par exemple, les protéines de la famille des
Sercas sont régulées par le phospholamban (PLN) ou la sarcolipine (SLN) (MacLennan et al., 2003;
MaclLennan and Kranias, 2003). Le PLN, petite protéine de ~6 kDa, est exprimé dans les cellules du
muscle cardiaque ou il peut moduler I'activité de Serca2a en se liant réversiblement lorsqu’il est
déphosphorylé. En revanche, lorsque le PLN est phosphorylé, il n’inhibe plus I’activité de Serca2a. La
SLN inhibe plus particuliérement Sercala. Un autre exemple est la régulation de I'’ATPase-Na*/K" par
ses sous-unités B et y. La sous-unité B est une protéine membranaire de ~55 kDa, glycosylée,
possédant des ponts disulfures et un seul segment transmembranaire. Elle semble étre essentielle
pour l'assemblage et l'insertion correcte dans la membrane de la sous-unité a mais aussi pour
déterminer les propriétés de transport de la pompe (Geering, 2001). La sous-unité y appartient a la
famille des protéines FXYD, qui sont des protéines membranaires a un seul segment
transmembranaire et portant le motif FXYD et 3 autres résidus conservés. Les différentes isoformes
des sous-unités y semblent réguler la fonction de la sous-unité a, de fagcon adaptée a la physiologie
du tissu dans lequel elles sont exprimées (Geering et al., 2003).

- Régulation par cis-régulation: Les ATPases de type IB, IIB, IIC et IlIB possédent aussi des
domaines de cis-régulation au niveau de leurs propres extrémités N- ou C-terminales : ce sont les
domaines R (« Domaine régulateur »). Ils peuvent étre présents a I'extrémité N-terminale, comme
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pour I’ATPase-Ca®* de plante, Aca2p, qui semble étre régulée par la fixation de la calmoduline sur les
premiers résidus de son extrémité N-terminale {Harper, 1998 #184}. lls peuvent aussi étre présents
sur I’extrémité C-terminale, comme pour I’ATPase-H"* de levure, Pmalp, dont I'extrémité C-terminale
est impliquée dans la régulation de la protéine par le glucose (Portillo et al., 1989). L'implication des
deux extrémités dans la régulation a également déja été observée pour I’ATPase-H* de la membrane
plasmique des plantes, AHA2 (Ekberg et al., 2010). Ces domaines R semblent auto-inhiber I’ATPase
en empéchant le mouvement des autres domaines (A, N et P).

En ce qui concerne AHA2, I'ATPase-H* de la membrane plasmique des plantes (Ekberg et al.,
2010), son extrémité C-terminale contient deux régions auto-inhibitrices, et des sites de
phosphorylation par des kinases non identifiées. Dans I’état inhibé, I’extrémité C-terminale s’enroule
autour du domaine A de ’ATPase et inhibe le mouvement des domaines (A, N et P) et/ou I'accés des
protons aux sites de fixation dans la membrane. L’extrémité N-terminale, quant a elle, s’enroulerait
autour de l'extrémité C-terminale et la protégerait des modifications post-traductionnelles.
L'activation de I’ATPase commencerait par une déstabilisation de I'extrémité N-terminale qui serait
due soit a une modification post-traductionnelle, soit a la fixation d’un ligand ou encore a I'approche
d’une kinase. Cette déstabilisation de I'extrémité N-terminale rendrait alors I'extrémité C-terminale
accessible pour des modifications (par exemple par la kinase). La phosphorylation du résidu
thréonine en position 947 induirait alors la fixation de la protéine régulatrice 14-3-3 sur I’extrémité C-
terminale. Cette interaction causerait le détachement des domaines auto-inhibiteurs de leur site de
fixation intramoléculaire et entrainerait la transformation de I'enzyme d’un état de faible activité
vers un état de haute activité (Ekberg et al., 2010).

[.3 Les ATPases P4 et la famille des protéines CDC50

a) Généralités sur les ATPases P4 et les protéines CDC50

Les ATPases P4 existent seulement chez les eucaryotes. Par exemple, il existe 14 ATPases P4 chez
I'Homme et 5 ATPases P4 chez la levure (Tableau 1, pages suivantes).
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Tableau 1. Les principaux complexes ATPase P4/protéine CDC50.

Homo sapiens

ATP8A1

ATP8A2

ATP8B1

ATP8B2

ATP8B3

ATP8B4

ATPSA

ATP9B

ATP10A

ATP10B

ATP10D

ATP11A

ATP11B

ATP11C

CDC50A/B

CDC50A

CDC50A/B

CDC50A/B

CDC50A/B

CDC50A
CDC50A
CDC50A
CDC50A
CDC50A

CDC50A

PS (PE)

PS (PE)

PS (PE)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

PS

MP, Golgi

Golgi

MP

MP

Golgi, RE,
vésicules pro-
acrosomales,

acrosomes

MP

TGN, EP, RE

TGN
MP
RE
MP
MP, EP, RE
RE

MP

(Bryde et al., 2010) ;
(van der Velden et
al., 2010) ; (Paterson
et al., 2006)

(van der Velden et
al., 2010) ; (Coleman
et al., 2009; Coleman

and Molday, 2011)

(Bryde et al., 2010) ;
(van der Velden et
al., 2010) ; (Paulusma
et al., 2008)

(Bryde et al., 2010) ;
(van der Velden et
al., 2010)

(van der Velden et
al., 2010) ; (Gong et
al., 2009)

(Bryde et al., 2010) ;
(van der Velden et
al., 2010)

(Takatsu et al.)

(Takatsu et al.)

(Takatsu et al.)

(Takatsu et al.)

(Takatsu et al.)

(Takatsu et al.)

(Takatsu et al.)

(Takatsu et al., 2011;
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Yabas et al., 2011)

Saccharomyces  Dnflp Lem3p PC, PE (PS) MP (Hua et al., 2002;
cerevisiae Pomorski et al.,
2003)
Dnf2p Lem3p PC, PE (PS) MP (Hua et al., 2002;
Pomorski et al.,
2003)
Dnf3p Crflp PC (PE) TGN, VS (Natarajan et al.,
2004)
Drs2p Cdc50p PS (PE) TGN, VS (Alder-Baerens et al.,
2006; Natarajan et
al., 2004)
Neolp - ND TGN, endosomes (Wicky et al., 2004)
Arabidopsis ALA1 ND PS (PE) ND (Gomes et al., 2000)
thaliana
ALA2 ALIS1/3/5 PS CPV (Poulsen et al.,
2008a)
ALA3 ALIS1/3/5 PC, PE (PS) Golgi (Lopez-Marques et
al., 2010; Poulsen et
al., 2008a)
Caenorhabditis  TAT-1 CHAT-1 PS MP, EP, RE, ET (Chen et al., 2010;
elegans Darland-Ransom et
al., 2008; Ruaud et
al., 2009)
Leishmania LdMT LdRos3 PC, PE et MP (Perez-Victoria et al.,
donovani PS 2006)

PS : phosphatidylsérine. PC : phosphatidylcholine. PE : phosphatidyléthanolamine. ND : non déterminé. TGN :
trans-Golgi network. MP : membrane plasmique. EP : endosomes précoces. RE : réticulum endoplasmique. CPV :
compartiment pré-vacuolaire. VS : vésicules de sécrétions post-Golgi. ET : endosomes tardifs. Les substrats entre
parentheéses sont des substrats qui sont transportés eux aussi, mais moins efficacement que celui qui n’est pas
entre parenthéses.

Il n"existe pas, a ce jour, de structure cristallographique pour une ATPase P4, mais ces ATPases P4
ont probablement une structure similaire a celle des ATPases de type P déja cristallisées (Puts and
Holthuis, 2009). Les ATPases P4 sont prédites pour contenir 10 segments transmembranaires. Elles
possedent généralement des extrémités N- et C-terminales plus longues que les ATPases de type P2
(Fig. 8).
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A

cytosol
P2c
cytosol
CDC50
P4

Figure 8. Représentation de la topologie des ATPases de type P,c et P, et de leur sous-unités associées (Puts
and Holthuis, 2009).
A : topologie des ATPases de type P,c et P, et de leur sous-unités associées. La position de I'aspartate

=
=2

=

phosphorylé au cours du cycle catalytique est repérée par le signe « P ». S-S: pont disulfure. Y: site de
glycosylation. B : structure des sous-unités a, 8 et y de I’ATPase Na'/K* (Morth et al., 2007).

Si 'on suppose que les ATPases P4 suivent le méme mécanisme de transport que les autres
ATPases de type P, alors cela signifie que le transport de lipides a lieu au cours de la
déphosphorylation de la protéine, puisque le transport de lipides s’effectue du feuillet externe vers le
feuillet cytoplasmique de la membrane. Ainsi, la fixation du lipide sur les ATPases P4 devrait
accélérer I'étape de déphosphorylation de la protéine. Le lipide tiendrait donc le role de I'ion 2 du
schéma dit de « Post-Albers » présenté sur la Figure 7B. En regardant ce schéma, on se demande
quel est I'équivalent de I'ion 1 pour les ATPases P4 ? Est-ce un ion, ou bien la fixation d’un ligand 1
n’est-elle pas nécessaire du fait de la présence d’acides aminés jouant le role de ligand constitutif (ce
dernier cas est décrit pour I’ATPase-H" de plante, qui ne transporte pas d’ion 2 (Pedersen et al.,
2007), et aussi pour quelques mutants de ’ATPase H'/K") ? Au contraire, s’il faut un ion 1 et sachant
que les ions 1 et 2 de Sercala se fixent dans la méme poche (au sens large), comment I'équivalent de
cette poche dans une ATPase P4 pourrait-elle prendre en charge, a la fois un ion et un
phospholipide ? Les acides aminés polaires et chargés localisés dans la membrane et impliqués dans
le site de fixation des ions par les ATPases P2 sont remplacés, chez les ATPases P4, par des acides
aminés hydrophobes (Tang et al.,, 1996). Cependant, on peut se demander comment un site de
fixation pourrait permettre le passage a la fois d’'une téte polaire de lipide et d’une queue
hydrophobe, puisque cela ferait intervenir deux types d’interaction, et aussi comment ce site de
fixation pourrait discriminer entre les différentes tétes polaires et aussi entre des phospholipides et
des sphingolipides. L’explication pourrait provenir de I'existence de sous-unités associées aux
ATPases P4, les protéines de la famille des protéines CDC50.
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Les protéines CDC50 sont constituées de 2 segments transmembranaires séparés par une large
boucle extracellulaire, qui contient des sites potentiels de glycosylation et des ponts disulfures (Fig.
8) (Puts and Holthuis, 2009; Puts et al., 2012). Il existe, par exemple, 3 protéines CDC50 chez
I’'homme pour 14 séquences d’ATPases P4, et 3 protéines CDC50 chez la levure pour 5 ATPases P4.
Certaines protéines CDC50 interagissent avec plusieurs ATPases P4, comme Lem3p qui interagit avec
Dnflp et Dnf2p, tandis que certaines ATPases P4 n’ont pas de sous-unités associées, comme Neolp
ou ATP9B (Takatsu et al., 2011; Wicky et al., 2004). Comme Dnflp et Dnf2p interagissent avec la
méme sous-unité, Lem3p, et transportent les mémes substrats (PC, PE et PS), il a été suggéré que la
sous-unité associée pourrait spécifier la nature du substrat transporté. En effet, il se pourrait que
I'interaction avec les protéines CDC50 entraine la création d’un site de haute affinité pour le substrat
transporté au sein de I’ATPase P4 ou que les protéines CDC50 fournissent leurs 2 hélices
transmembranaires a un site de fixation auquel contribueraient également les hélices
transmembranaires de I’ATPase P4. Il a été montré que l'interaction entre Drs2p et Cdc50p était
variable pendant le cycle catalytique de I’ATPase (avec la plus forte interaction lorsque Drs2p est
sous la forme E2-P) suggérant une implication de Cdc50p dans la fixation et le transport du substrat
(Fig. 9) (Lenoir et al., 2009). A l'inverse, des études ont montré que si I'interaction entre les ATPases
P4 et les protéines CDC50 était spécifique chez la levure (voir Tableau 1), elle ne semble pas
spécifique chez la plante, et que la spécificité du substrat semblait donc la étre portée par I’ATPase
(Lopez-Marques et al., 2010).

ADP

ATPeE1-?—=> ADP<EI1P[?] —A) E2P-?

] -

@
= - z
2 pumiamsl P,ATPase e &
& PL PL g
PL occlusion
Al s Rl e el
ATP Pi
NI . P4-ATPase g ’® |
Ply Cdc50 | | o ™
_ 2 subunit A)

N

o—&

E1+PLy, E2P-PL,,, E1+Ply,

Figure 9. Cycle catalytique hypothétique des ATPases de type P4 (Lenoir et al., 2009; Puts and Holthuis,
2009).

En haut : Schéma du cycle catalytique dit de « Post-Albers » adapté aux ATPases de type P4. En bas : modele de
réarrangement des ATPases de type P4 et de leur sous-unités associées.
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Le rble des protéines CDC50 n’est pas encore bien compris mais il a été montré qu’elles étaient
importantes pour la sortie du complexe ATPase P4/CDC50 du RE et pour son adressage correct,
suggérant un réle de chaperon pour les protéines CDC50 (Bryde et al., 2010; Chen et al., 2006; Furuta
et al., 2007; Kato et al., 2002; Lopez-Marques et al., 2010; Paulusma et al., 2008; Perez-Victoria et al.,
2006; Saito et al., 2004; van der Velden et al., 2010). Comme il a aussi été montré que les protéines
CDC50 étaient toujours associées aux ATPases P4 aprés que le complexe soit arrivé a destination, un
role des protéines CDC50 dans I'activité des ATPases P4 a été suggéré, comme c’est d‘ailleurs le cas
pour les sous-unités B des ATPases-Na*/K* et H'/K". Cette hypothése d’un réle des protéines CDC50
dans l'activité des ATPases P4 serait cohérente avec le fait que la formation de dérivé phosphorylé
par Drs2p requiert la présence de Cdc50p, avec le fait que certains mutants thermosensibles de
Cdc50p, toujours capables d’interagir avec Drs2p, entrainent une altération de I'activité de I’ATPase
in vivo aux températures non permissives, ou encore avec le fait que que certains mutants de Lem3p
n’entrainent pas d’altération de la formation du complexe avec Dnflp ou de son adressage a la
membrane plasmique, mais causent un défaut de croissance des levures Acdc50 (Lenoir et al., 2009;
Noji et al., 2006; Takahashi et al., 2011).

Les protéines CDC50 présentent des similarités avec les sous-unités B des ATPases-Na*/K" et H*/K*
(Puts and Holthuis, 2009) (Fig. 8). Comme les protéines CDC50, elles portent des sites de
glycosylation et des ponts disulfures. Ces sous-unités B sont cependant constituées d’un seul
segment transmembranaire et d’une longue extrémité C-terminale, localisée sur la face externe de la
membrane (Morth et al., 2007), alors que les protéines CDC50, elles, posséderaient un second
segment transmembranaire. Mais I’ATPase-Na‘*/K* posséde, en plus de la sous-unité B, une sous-
unité y constituée elle aussi d’'un seul segment transmembranaire, non absolument requise pour
|"activité de I’ATPase, mais qui la module (Morth et al., 2007). En outre, il a été montré que les sous-
unités B étaient importantes pour la structuration et le trafic de I’ATPase qui leur est associée
(Geering, 2001). Il a aussi été montré que les sous-unités B étaient importantes pour la fonction de
I’ATPase Na*/K*: en effet, une altération de I'interaction entre ces deux sous-unités ou une réduction
des ponts disulfures de la sous-unité B entraine I'inactivation de I’ATPase (Kawamura et al., 1985;
Lutsenko and Kaplan, 1993). Des mutations, dans les segments transmembranaires, qui interrompent
I'interaction entre la sous-unité B et I’ATPase, ont abouti a une ATPase possédant une meilleure
affinité au Na’ et plus mauvaise affinité au K* et au vanadate (Hasler et al., 2001). Il a donc été
suggéré que la sous-unité B stabilise I’ATPase sous la forme E2 et influence I'affinité pour ion 2 (K)
par I'intermédiaire d’interaction avec les boucles M5/M6 et M7/M8. La résolution de la structure de
la Na*/K" a montré que la sous-unité B forme une sorte de chapeau couvrant les boucles comprises
entre les segments transmembranaires M4/M5 et M7/M8 (Morth et al., 2007). Un réle similaire de la
sous-unité B a été décrit pour 'ATPase H'/K’, suggérant que la sous-unité B est impliquée dans la
stabilisation de la forme E2 des ATPases de type P,c (Durr et al., 2008).

b) Fonctions des ATPases P4
e Les ATPases P4 semblent étre des transporteurs de lipides

Plusieurs études ont montré que les ATPases P4 étaient impliquées dans le transport de
phospholipides. Pourtant, le transport de lipides étant difficile a détecter, seul le transport de lipides
modifiés par un groupement fluorescent (NBD) sur une des deux chatnes d’acide gras a été démontré
(pour revue, (Lopez-Marques et al., 2011)). Dans les levures, il a été montré que Dnflp et Dnf2p,
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localisées dans la membrane plasmique, étaient requises pour le transport de NBD-PC, NBD-PS et
NBD-PE (Pomorski et al., 2003). Dnflp et Dnf2p ont également été impliquées dans le transport de
lyso-PC et lyso-PE au niveau de la membrane plasmique (Riekhof and Voelker, 2006; Riekhof et al.,
2007). Il a aussi été montré que, dans les levures délétées pour Dnflp et Dnf2p, le marquage
chimique de PS et PE du feuillet externe de la membrane était plus fort que dans les levures
sauvages. L'utilisation de sondes spécifiques des phospholipides PS et PE a elle aussi suggéré une
exposition de ces phospholipides sur le feuillet externe de la membrane plasmique de ces levures
(Chen et al., 2006; Pomorski et al., 2003). La purification des membranes dérivées du trans-Golgi de
levures exprimant un mutant de Drs2p sensible a la température a montré que l'incubation des
membranes a la température non permissive de 37°C entrainait une inhibition du transport de NBD-
PS (et NBD-PE) (Natarajan et al., 2004). Autre évidence, il a été montré que les vésicules de sécrétion
issues du trans-Golgi présentaient une activité de flippase dépendante de la présence de Drs2p et
Dnf3p (Alder-Baerens et al., 2006).

Pour d’autres organismes il est aussi décrit que les ATPases P4 de plantes ALA1, ALA2 et ALA3
ainsi que la protéine de souris atp8b5 montrent une activité de transport de NBD-lipides a la
membrane plasmique lorsqu’elles sont exprimées dans les levures délétées pour Drs2p, Dnflp et
Dnf2p (Lopez-Marques et al., 2010; Poulsen et al., 2008a; Xu et al., 2009).

La sur-expression d’Atp8b1 de souris dans les cellules CHOK1, déficientes en transport de PS a la
membrane plasmique, permet de restaurer le transport de PS a la membrane plasmique, et dans les
cellules du canalicule biliaire, une altération d’Atp8bl entraine une rupture de I'asymétrie de la
membrane (Paulusma et al., 2008; Paulusma and Oude Elferink, 2005; Ujhazy et al., 2001). Atp8b3,
guant a elle, est nécessaire a I'asymétrie de la PS des spermatozoides de la souris (Wang et al., 2004).
La protéine Atp8al de la souris, dans des vésicules de sécrétions purifiées, présente une activité
ATPasique stimulée par I'ajout de PS, et transporte de la NBD-PS (Soupene et al., 2008). Chez C.
elegans, I'absence de I’ATPase P4 TAT-1, entraine une exposition de la PS sur le feuillet externe des
cellules germinatrices (Darland-Ransom et al., 2008).

Plus récemment, et plus directement, des études ont montré que les protéines Drs2p et ATP8A2
purifiées et reconstituées étaient capables de transporter des NBD-lipides (Coleman et al., 2009;
Coleman et al., 2012; Zhou and Graham, 2009). Dans ces études, les protéines CDC50 de ces ATPases
P4 étaient probablement présentes. De ce fait, nous ne savons pas si les protéines CDC50 sont
nécessaires au transport des lipides par les ATPases P4.

e Les ATPases P4 sont impliquées dans le trafic vésiculaire

De nombreuses études ont associé I'inactivation des ATPases P4 a I'altération du trafic vésiculaire.
Par exemple, dans la levure, la délétion des protéines Dnflp et Dnf2p entraine une altération, aux
basses températures, de la formation des vésicules d’endocytose a la membrane plasmique
(Pomorski et al., 2003). La délétion de Drs2p, quant a elle, perturbe la formation des vésicules a
clathrine au niveau du trans-Golgi (Chen et al., 1999; Gall et al., 2002; Hua et al., 2002). L'utilisation
d’une version thermosensible de Neolp a montré une implication de cette protéine dans
I’endocytose médiée par récepteurs, dans le trafic des protéines vacuolaires et dans le transport
rétrograde entre le Golgi et le RE (Hua and Graham, 2003; Wicky et al., 2004).
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Chez C. elegans, TAT-1 est requise pour I'endocytose dans les ovocytes et les cellules intestinales
(Darland-Ransom et al., 2008; Ruaud et al., 2009). Chez les plantes, la mutation d’ALA3 entraine une
altération de I'exocytose de vésicules contenant des polysaccharides et des enzymes devant étre
normalement sécrétées (Poulsen, 2008 #864}. Chez les mammiferes, ATP8B1 est impliquée dans la
localisation apicale de protéines (Verhulst et al., 2010), et la délétion d’atp8b5 entraine une
perturbation de I'organisation du Golgi et I'inhibition a basse température de la sécrétion des
protéines (Xu et al., 2009).

L'interaction des ATPases P4 avec des effecteurs du trafic membranaire appuie les observations
détaillées ci-dessus (Tanaka et al., 2010). En effet, une interaction génétique a été montrée entre
Drs2p et la petite protéine G Arflp (Chen et al., 1999). Arflp existe sous deux formes, une forme liée
au GDP et soluble, et une forme liée au GTP et associée a la membrane, et activée. Arf1p-GTP recrute
des effecteurs tels que les protéines du manteau (COPI ou clathrine) (Donaldson and Jackson, 2000).
De méme, il a été montré une interaction génétique entre Drs2p et (a) la chaine lourde de la
clathrine, Chclp (Chen et al., 1999), (b) I'échangeur de GDP/GTP des protéines Arf (GEF), Gea2p
(Chantalat et al., 2004), et (c) une sous-unité de |'adaptateur de la clathrine AP-1 (Liu et al., 2008),
présent au niveau des membranes du trans-Golgi et des endosomes et impliqué dans le transport
bidirectionnel entre ces deux organelles. Une interaction génétique de Drs2p avec des protéines
adaptatrices de la clathrine au niveau des membranes du trans-Golgi et en direction des endosomes
tardif, Ggalp et Gga2p (Liu et al., 2008) (Sakane et al., 2006)), ainsi qu’avec la protéine activatrice de
la fonction GTPase d’Arflp (GAP), Geslp (Sakane et al., 2006), a aussi été identifiée.

De facon remarquable au vu des résultats qui seront rapportés dans cette thése, une interaction
physique a aussi été montrée entre Drs2p et AP-1, Gea2p et Saclp, cette derniere protéine étant une
phosphatase responsable de la déphosphorylation du PI(4)P (Liu et al., 2008) (Chantalat et al.,
2004) (Puts et al., 2010). De plus, un site de fixation au PI(4)P a été identifié au niveau de I'extrémité
C-terminale de Drs2p (Natarajan et al., 2009). Le PI(4)P a un role important dans le trafic vésiculaire
puisqu’il permet le recrutement a la membrane et la régulation des protéines adaptatrices de la
clathrine (AP1 et GGAs) (Wang et al., 2007; Wang et al., 2003). Les protéines AP-1 et GGA sont
impliquées dans la formation de vésicules a clathrine, au niveau du TGN, avec des destinations
différentes.

Au vu du nombre de protéines impliquées dans la formation des vésicules avec lesquelles Drs2p
interagit, il est tentant de penser que Drs2p joue le role d’une plateforme de recrutement de ces
protéines (Puts and Holthuis, 2009). Cette hypothése est néanmoins desservie par le fait qu’AP-1,
Gea2p et la clathrine sont capables d’interagir et de s’assembler a la membrane du trans-Golgi dans
les levures Adrs2 (Chen et al.,, 1999). Une autre hypothése est que le transport de lipides vers le
feuillet cytosoliqgue des membranes stimulerait la création de vésicules. Cette hypothése est appuyée
par différentes observations, le fait par exemple que dans les cellules K562, la formation de vésicules
d’endocytose est stimulée par I’addition, sur le feuillet externe de la membrane plasmique, de PS et
PE, rapidement internalisés vers le feuillet cytoplasmique des membranes plasmiques (Farge et al.,
1999).

D’autres observations suggérent une implication directe du transport de lipides dans la régulation
du trafic membranaire et des phénoménes de bourgeonnement vésiculaire : I'addition de Mg**-ATP
sur la face externe de vésicules géantes formées a partir de cellules érythrocytaires en configuration
« inside-out » (pour lesquelles la flippase expose donc son site de fixation a I’ATP vers |'extérieur)
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conduit a I'apparition de petits bourgeons a la surface de la vésicule (Ezanno et al., 2010), traduisant
|"augmentation de la surface du feuillet externe et le transport unidirectionnel de lipides catalysé par
la flippase des érythrocytes. De plus, dans un contexte de biophysique fondamentale avec des
membranes modéles, il a été montré que I'augmentation de I'aire d’un feuillet par rapport a I'autre,
due au transport de lipides, entrainait des déformations membranaires ((Devaux et al., 2008).
Cependant, pour qu’une déformation de la membrane aboutisse a la formation d’une vésicule, il est
nécessaire que |'activité de flippase soit localisée et que la déformation soit stabilisée. La stabilisation
de la déformation pourrait étre possible grace a la présence de protéines contenant des domaines
sensibles aux courbures des membranes comme les protéines a domaines BAR ou ENTH.

e Les ATPases P4 sont également impliquées dans de nombreuses pathologies

Il existe de nombreuses maladies dans lesquelles les ATPases P4 sont impliquées (Folmer et al.,
2009), et la diversité et la sévérité des phénotypes associés a des dysfonctionnements des ATPases
P4 souligne I'importance de ces protéines dans les différentes fonctions cellulaires.

Parmi ces maladies, la maladie de Byler a été particulierement étudiée. Cette maladie est
caractérisée par une cholestase intrahépatique dont la forme la plus sévere conduit a un
dysfonctionnement hépatique létal (FIC1). Une cholestase est caractérisée par un arrét ou une
diminution de I'écoulement de la bile hépatique, dommageable puisque la bile hépatique aide a la
digestion et a I'absorption des lipides dans l'intestin gréle (les sels biliaires solubilisent PC et
cholestérol). Cette maladie est due a des mutations de I’ATPase de type P4, ATP8B1 (Bull et al.,
1998). Cette enzyme est co-localisée, dans des conditions physiologiques, avec le transporteur de
sels biliaires, ABCB11, au niveau de la membrane apicale des hépatocytes du canalicule biliaire
(Ujhazy et al., 2001). La maladie de Byler est aussi caractérisée par des symptdmes indépendants
d’un probléeme de sécrétion de la bile ; pancréatite, diarrhée et perte de I'audition. Ces symptomes
sont apparemment dus a la mutation d’ATP8B1 localisée a la surface apicale des cellules du pancréas,
des entérocytes et des cellules cochléaires. Des études sur les cellules cochléaires ont montré
qu’ATP8B1 était importante pour I'expression des protéines de la membrane apicale ainsi que pour
la formation des microvillosités, suggérant un réle pour ATP8B1 dans |'organisation de la membrane
apicale et le trafic vésiculaire qui pourrait aider a comprendre les symptémes intra ou
extrahépatiques de la maladie de Byler (Verhulst et al., 2010).

L’inactivation d’autres ATPases P4 est liée a de nombreux désordres chez ’homme et la souris
(Folmer et al., 2009) (Tableau 2, page suivante). L’inactivation de I’ATPase P4 humaine ATP8A2,
exprimée fortement dans le cerveau, les testicules et la rétine, est liée a de séveres retards mentaux
(Cacciagli et al., 2010). Atp8b3 et b5, exprimées uniquement dans les testicules, sont impliquées,
chez la souris, dans la capacitation des spermatozoides (Wang et al., 2004; Xu et al., 2009). ATP8B4 a
été associé a la maladie d’Alzheimer (Li et al., 2008). ATP10A, quant a elle, a été reliée au diabéte de
type 2, a I'obésité et a des maladies du foie non dues a I'alcool, chez I’homme et la souris (Dhar et al.,
2000). ATP10D est lié a des problemes du métabolisme lipidique chez les souris et les hommes, qui
sont associés a des risques d’infarctus du myocarde (Flamant et al., 2003; Hicks et al., 2009). ATP11C
semble étre importante pour le développement des lymphocytes B et impliquée dans ’lhoméostasie
du foie (Siggs et al., 2011a; Siggs et al., 2011b; Yabas et al., 2011).
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Tableau 2. Localisation de certaines ATPase P4 chez 'Homme, et potentielles implications dans des

pathologies.

ATPase P4

ATP8A2

ATP8B1

ATP8B2

ATP8B3

ATP8B4

ATP8B5

ATP10A

ATP10D

ATP11C

Pathologie

Retard mental

Cholestases
intrahépatiques ;
pancréatite ;
diarrhée ; perte de
|"audition

Capacitation des
spermatozoides
anormale

Alzheimer

Capacitation des
spermatozoides
anormale

Diabéte de type 2,
obésité

Obésité, infarctus du
myocarde

Réponse immunitaire
insuffisante,
cholestase

Localisation tissulaire

Enrichie dans le cerveau, les testicules et
la rétine

Ubiquitaire; enrichie dans I'intestin gréle
et le pancréas; faible dans le cerveau

Ubiquitaire; enrichie dans le cerveau, la
vessie et I'utérus; absente des reins et des
muscles squeletiques

Testicules

Ubiquitaire

Testicules

Ubiquitaire; enrichie dans le cerveau, les
reins, le foie et le pancréas; absente de
I'intestin gréle

Ubiquitaire;

Ubiquitaire; enrichie dans le foie, les reins
et le pancréas; faible dans le cerveau et
les muscles squeletiques

Références

(Cacciagli et
al., 2010)

(Bull et al.,
1998; Klomp
et al., 2004;
Paulusma et

al., 2006;
Stapelbroek
et al., 2009;
Verhulst et

al., 2010)

(Harris and
Arias, 2003)

(Wang et
al., 2004)

(Li et al.,
2008)

(Xu et al.,
2009)

(Dhar et al.,
2000; Dhar
et al., 2004;
Dhar et al.,
2006)

(Flamant et
al., 2003)

(Siggs et al.,
2011a; Siggs
et al.,
2011b;
Yabas et al.,
2011)
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c¢) Régulation des ATPases P4

L'activité des ATPases P4 semble étre régulée spatialement, et ce, probablement, pour limiter
Iinitiation de processus non désirés et peut-étre une consommation d’ATP inutile.

Par exemple, Drs2p est activée par le PI(4)P, qui n’est présent quasiment qu’au niveau des
membranes du trans-Golgi, lieu ol I'on retrouve Drs2p (Natarajan et al., 2009). L'apparition et la
disparition des phosphoinositides dans les membranes cellulaires est un phénomene tres strictement
régulé, spatialement et temporellement, par la présence de kinases et de phosphatases spécifiques
d’un substrat et localisées a des endroits précis. C'est pour cette raison que les organelles ont leur(s)
phosphoinositide(s) spécifique(s) : PI(4,5)P, pour la membrane plasmique ; PI(3)P et PI(3,5)P, pour les
endosomes; PI(4)P pour l'appareil de Golgi. De nombreuses protéines interagissent avec les
phosphoinositides par I'intermédiaire de domaines spécifiques, mais ces interactions sont faibles et
nécessitent souvent une stabilisation par I'intermédiaire d’autres sites de fixation (co-récepteurs)
(D'Angelo et al., 2008; Vicinanza et al., 2008). Qutre le PI(4)P, Drs2p est régulée par Gea2p, impliquée
dans la formation de vésicules a clathrine (Natarajan et al., 2009). Les sites de fixation du PI(4)P et de
Gea2p sont situés sur I'extrémité C-terminale de Drs2p, et se chevauchent. Par homologie avec
d’autres ATPases de type P (P3 et P2), il est tentant de penser qu’un domaine d’auto-inhibition est
présent a I'une ou I'autre des extrémités de Drs2p.

Un site de phosphorylation par la kinase Fpklp « RXSLD » (Roelants et al., 2010) a été identifié sur
I'extrémité C-terminale de Dnflp et Dnf2p (un site voisin est présent sur Drs2p). Cette
phosphorylation régule I'activité de Dnflp et Dnf2p. Le mécanisme de régulation de I'activité de
Dnflp et 2p par ces kinases n’est pas connu mais il a cependant été découvert que 'activité de Fpklp
était contrélée par la composition en sphingolipides de la membrane (Roelants et al., 2010). En effet
il se trouve que Fpklp est régulée par |'activité inhibitrice de la kinase Ypklp, elle-méme régulée et
activée par la kinase Pkhlp (Liu et al., 2005). Or, la présence de sphingolipides a longue chaine
stimule Pkhlp. D’un autre coté, Fpklp est stimulée par les glycosphingolipides par un mécanisme
inconnu (Roelants et al., 2010). Ainsi, I'activité de Dnflp et Dnf2p semble étre contrélée par la
composition en sphingolipides et glycosphingolipides de la membrane.

Un lien avec le métabolisme des stérols a aussi été identifié (Fig. 10). La protéine Keslp (ou Osh4),
une protéine fixant un stérol, inhibe I'activité de Drs2p (Muthusamy et al., 2009). Une étude récente
a de plus suggéré que Osh4p préléve un stérol au niveau du RE et le transporte jusqu’aux membranes
du trans-Golgi. A ce moment |3, Osh4p prendrait en charge un PI(4)P, & la place du stérol, et le
transporterait jusqu’au RE ou il pourrait reprendre en charge un stérol (de Saint-Jean et al., 2011). Au
niveau du RE, le PI(4)P pourrait alors étre déphosphorylé par Saclp et former du PIl. En parallele,
Sec14p prendrait en charge un Pl au niveau du RE et le transporterait au trans-Golgi ou il pourrait
étre phosphorylé en PI(4)P par Piklp. Secl4p prendrait alors en charge une PC au niveau du trans-
Golgi pour la transporter au RE. Ainsi, Piklp, en phosphorylant le Pl en PI(4)P, permettrait |e transfert
et I’enrichissement en stérols de la membrane plasmique et du TGN.
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Figure 10. Modeéle du couplage de I’échange stérol/PI(4)P par Osh4p (de Saint-Jean et al., 2011).

Osh4p solubilise efficacement les stérols dans les membranes neutres et faiblement compactées (RE). Le stérol
est bloqué dans Osh4p par une sorte de couvercle. L’interaction d’Osh4p avec une membrane anionique
provoque l'ouverture du couvercle et le relargage du stérol. Le PI(4)P augmente le relargage de stérol et, a son
tour, est pris en charge par Osh4p. Osh4p transporte donc du PI(4)P du trans-Golgi vers le RE ol un nouveau
transport de stérol peut commencer. Bien que chaque étape soit réversible, la présence de la kinase Piklp au
niveau du trans-Golgi et de la phosphatase Saclp au niveau du RE appuie I'hypothése d’un transport
directionnel. L’échange de stérol contre le PI(4)P par Osh4p est couplé a I’échange de PC contre le Pl par Sec14p
représenté sur la droite de la Figure.

.4 Problématique et objectifs de la these

En résumé, il existe de nombreuses questions a résoudre afin de comprendre le mécanisme de
transport des lipides par les ATPases P4. Si on considére que les ATPases P4 ont un cycle de transport
et un mécanisme similaires aux autres ATPases de type P, alors il se pose le probleme dit du
« substrat géant » (Puts and Holthuis, 2009). En effet, les ATPases de type P sont connues pour
transporter des ions et pour posséder un site de fixation situé au cceur de leur domaine
transmembranaire. La résolution de la structure de certaines ATPases a permis d’identifier ce site de
fixation. Un transport de phospholipides par les mémes voies que le transport des ions serait
problématique, puisque non seulement un lipide a une taille beaucoup plus importante qu’un ion,
mais aussi puisque le site de transport des lipides devrait préserver la spécificité pour ces molécules
amphiphiles (ce transport est spécifique de la téte polaire et du type de liaison avec les chaines
hydrocarbonées, les ATPases P4 ne transportant que des phospholipides, pas les sphingolipides).

Des études récentes ont suggéré deux modeéles différents pour le transport des lipides par les
ATPases P4 :

- Le premier modéle est basé sur la structure de I’ATPase-H". En effet, la structure de I’ATPase-

H* a mis en avant la présence d’une cavité au cceur du domaine transmembranaire, assez grande

pour pouvoir contenir une téte polaire de lipide (Pedersen et al., 2007). En accord avec ce modéle,
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une étude a montré I'importance d’une lysine, dans le segment transmembranaire M5 d’ATP8A2,
pour le transport de la PS par ATP8A2 (Coleman et al., 2012) ; les auteurs de cette étude ont suggéré
gue cette lysine pourrait peut-étre se lier au groupement phosphate des phospholipides. Ce modele
suggere un chemin, pour la téte polaire du lipide, au travers du domaine transmembranaire de
I’ATPase.

- Le second modele est basé sur la découverte d’une téte polaire de phospholipides dans une
cavité entre les segments transmembranaires M4 et M2 de SERCA1a sous la forme E2 (Obara et al.,
2005). L'intérét de ce modele provient du fait que c’est le glycérol qui semble étre sélectionné par ce
site de fixation, ce qui serait en adéquation avec le fait que les phospholipides sont transportés et
pas les sphingolipides. Une autre étude, de la protéine Dnflp, a suggéré I'importance du résidu Y616
pour la sélection du substrat de transport (Bryde et al., 2010). Ce résidu est I'équivalent de I'un des
résidus qui, chez SERCA, sont en contact avec le phospholipide évoqué ci-dessus. Ce modeéle suggeére,
quant a lui, un chemin pour le transport des lipides & la surface du domaine transmembranaire de
I’ATPase P4 (vers I’hélice transmembranaire M4). Il faut noter que d’autres sites de fixation de lipides
ont été identifiés par cristallographie des rayons X chez SERCAla (Picard et al., 2007) et chez I’ATPase
Na/K (Cohen et al., 2005).

La réconciliation entre ces deux modeéles devra attendre la détermination des structures
cristallographiques.

Comme déja indiqué plus haut les protéines CDC50 seraient peut-étre impliquées dans le
mécanisme de transport. En effet, il a été montré que Cdc50p interagissait dynamiquement avec
Drs2p, avec une interaction préférentielle entre Cdc50p et la forme « E2-P » de Drs2p (Lenoir et al.,
2009). Par analogie avec le cycle catalytique des ATPases de type P, le lipide serait pris en charge
apres la transition « E1-P/E2-P ». Ainsi, il est possible que les protéines CDC50 jouent un rdle dans la
fixation du lipide ou dans son occlusion.

Un cycle catalytique a méme été proposé (Fig. 11) ou le phospholipide (sur le feuillet externe de la
membrane) et la protéine CDC50 se fixeraient, dans un ordre encore inconnu, a la forme « E2-P »
sensible a I'ADP, ce qui permettrait I'obtention de la forme « E2-P » insensible a I’ADP. La
translocation du lipide pourrait alors avoir lieu. La déphosphorylation de la forme « E2-P »
entrainerait alors la libération de la protéine CDC50. Finalement, les mouvements induits par la
transition de I’ATPase de la forme « E2 » & « E1 » provoquerait la libération du lipide sur le feuillet
interne de la membrane (Stone and Williamson, 2012). Le cycle proposé par ces auteurs (Fig. 11) est
cependant parfaitement hérétique par rapport au modele de « Post-Albers », puisqu’il représente les
formes phosphorylées « E1-P » et « E2-P » toutes deux avec un « tilde », alors que ce symbole
désigne traditionnellement uniquement les formes phosphorylées dites « a haute énergies » (i.e. E1-
P dans le schéma traditionnel de Post-Albers, et pas E2-P).
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Figure 11. Cycle catalytique hypothétique des ATPases de type P4 ((Stone and Williamson, 2012)).
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Les différentes conformations de I'enzyme sont représentées et schématisées. DGET correspond au motif TGES
de 'ATPase-Ca™, qui est impliqué dans la conversion E2-P/E2. CDC50 et PL (phospholipide) interagissent avec la
forme E2-P selon une séquence encore inconnue.

Les objectifs de cette thése ont été, d'une part, de commencer a caractériser le cycle catalytique
de I'ATPase P4 Drs2p et de tenter de préciser le réle des protéines CDC50, apparemment
indispensables a la fonction des ATPases P4. Outre cette caractérisation fonctionnelle, un autre
objectif était de préparer I'étude structurale du complexe Drs2p/Cdc50p par cristallographie aux
rayons X. L'obtention d’une structure nous permettrait de choisir I’'un des deux modéles de transport
évoqués plus haut, et permettrait aussi d’identifier ou de confirmer par mutagénése dirigée les
résidus importants pour 'activité et/ou le transport, et ce sur les deux sous-unités, ainsi que les
zones d’interactions entre les deux sous-unités du complexe.

Afin de remplir ces objectifs, la premiére partie de ce travail a été de mettre au point la co-
expression fonctionnelle et en grande quantité de Drs2p et de Cdc50p. Les protéines de la levure
Drs2p et Cdc50p ont été choisies car Drs2p est I’ATPase P4 pour laquelle il existe, a ce jour, le plus de
données impliquant une ATPase P4 dans le transport de lipides. En outre, les données obtenues pour
Drs2p pourront étre probablement utiles pour I'étude des autres ATPases P4. La quantité et la
qualité des membranes obtenues nous a permis de débuter la caractérisation du cycle catalytique de
Drs2p sans avoir besoin de la purifier. Afin de pouvoir dans I’avenir caractériser plus en détail ce cycle
catalytique et déterminer la structure du complexe Drs2p/Cdc50p, il était nécessaire de purifier le
complexe. La purification du complexe a donc été abordée dans la seconde partie de ce travail. Enfin,
au cours de la mise au point de I'expression et de la purification du complexe Drs2p/Cdc50p, nous
avons identifié la présence d’une version tronquée de Drs2p, qui ne semble pas posséder les mémes
propriétés fonctionnelle que la version non tronquée. La troisieme partie de ce travail a donc
consisté a amorcer I'étude du réle de I'extrémité C-terminale de Drs2p.
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Il. Matériel et méthodes

[1.1 Matériel

Les produits pour les cultures de levures et de bactéries proviennent de Difco (BD Bioscience). Les
enzymes de restriction, de modification et les déglycosidases (PNGase F et Endoglycosidase H)
proviennent de New England Biolabs. La polymérase haute fidélité (Phusion) provient de Finnzymes.
Le kit de clonage Clone JET™ PCR et la sonde histidine (India Hisprobe™-HRP) proviennent de
Thermo Fischer Scientific. Le DDM provient d’Anatrace, le Cy,Es de Nikkol Chemical, le Triton X-100
de Pierce, le CHAPS de Serva, I'octylgucoside de Calbiochem, le Tween 20 de Bio-Rad, la digitonine de
Sigma et I'Hecameg a été donné par H. Wroblewski et D. Plusquellec (CNRS, Rennes). Les lipides
proviennent d’Avanti Polar Lipids. Le [y->*P]JATP (10 mCi/mL) radioactif provient de PerkinElmer. Les
filtres en fibre de verre (A/E) proviennent de Pall Corporation. Les produits chimiques proviennent en
général de Sigma. Les cocktails d’inhibiteurs de protéases (sans EDTA) proviennent de Roche
Diagnostics ou de Sigma. La BSA (albumin fraction V) provient de Roth Sochiel. Le marqueur de poids
moléculaire Precision Plus Protein Standards provient de Bio-Rad. Les anticorps polyclonaux de lapin
dirigés contre la protéine du trans-Golgi, Tlg2p, et contre la protéine de la vacuole, Vam3p, nous ont
été donnés par le Dr. J. Holthuis (Holthuis et al., 1998). Les anticorps monoclonaux de souris dirigés
contre la protéine du réticulum endoplasmique, Dpm1p, proviennent de Molecular Probes, et ceux
dirigés contre la protéine de la membrane plasmique, Pmalp, proviennent d’Abcam (40B7,
Cambridge, UK). L’anticorps de cochon d’Inde 79B, dirigé contre Sercala, a été donné par le Dr. A.M.
Lompré (INSERM, Paris). L’anticorps polyclonal de lapin, dirigé contre la boucle comprise entre les
segments transmembranaires 4 et 5 de Drs2p, a été donné par le Dr. T. Graham (Vanderbilt
University, USA). Les anticorps secondaires couplés a la peroxydase proviennent de Bio-Rad. Les
membranes de réticulum sarcoplasmique (Picard et al., 2006a) de lapin et les levures exprimant
Sercala-Bad ont été préparées comme décrit précédemment ((Jidenko et al., 2006). Les blots ont été
révélés par chimiluminescence avec le Kit ECL de GE Healthcare. La résine Ni*-NTA provient de
Qiagen et la résine streptavidine de GE Healthcare (Streptavidin Sepharose High Performance). La
thrombine provient de chez Calbiochem (thrombin, bovine high activity).

[1.2 Stratégies de clonage

a) Description du vecteur

Le vecteur pYeDP60 utilisé dans notre laboratoire a été fourni par le Dr Denis Pompon (LISBP,
Toulouse, (Pompon et al., 1996)). Il s’agit d’un vecteur navette pouvant se répliquer dans la bactérie
(E. coli) et dans la levure (S. cerevisiae) grace a la présence d’origines de réplication appropriées pour
ces deux organismes. En plus de I'origine de réplication bactérienne (Ori), ce vecteur posséde un
géne de résistance & I'ampicilline (Amp®) permettant la sélection des bactéries transformées par ce
vecteur (Fig. 1). L'origine de réplication autonome de levure nommée 2u permet de maintenir
plusieurs copies du vecteur au sein des levures (entre 5 et 20 copies par levure). Ce vecteur posséde
aussi les genes URA3 et ADE2 qui vont pallier 'auxotrophie des levures a I'adénine et a |'uracile (voir
description de la souche) et permettre ainsi la sélection des levures transformées par le vecteur. Le
géne ADE2, impliqué dans la voie de biosynthése de I'adénine, possede un autre intérét, celui de
rendre possible la croissance cellulaire a haute densité. En effet, méme les milieux « riches » sont
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trés rapidement carencés en adénine: cette carence va permettre la sélection des levures
transformées par le vecteur pendant I’expression en milieu riche.

Les génes codant DRS2, DRS2"**" et CDC50 sont sous le contrdle d’un promoteur fort hybride
GAL10/CYC1 inductible par le galactose et contenant la séquence transactivatrice du promoteur
GAL1-GAL10 ainsi que la séquence d’initiation de la transcription du cytochrome c1, CYC1. Le vecteur
posséde aussi la séquence du terminateur de la phosphoglycérate kinase (terPGK) ainsi qu’une
séquence codant pour I'étiquette Bad (domaine accepteur de biotine) (Fig. 1).

proGAL10/CYC1

Bad . peK

ADE2

pYeDP60_EV
9504 pb

2u

Figure 1. Vecteur navette pYeDP60_EV.

Le vecteur pYeDP60_EV contient les séquences d’un promoteur hybride inductible par le galactose, GAL10/CYC1
et du terminateur de la PGK (terPGK) (vert). ADE2 : marqueur de sélection pour pallier I’'auxotrophie a I'adenine
des levures W303.1b/GAL4. URA3 : marqueur de sélection pour pallier I'auxotrophie & I'uracile des levures
W303.1b/GALA. AmpR : géne de résistance a I'ampiciline. Ori : origine de réplication bactérienne. 2u : origine de
réplication de levure. Bad : domaine accepteur de biotine (bleu). EV : empty vector.

b) Construction des vecteurs de simple expression portant les génes DRS2, DRS2"***" ou CDC50
(réalisée avant mon arrivée au laboratoire)

Pour le clonage, toutes les PCR ont été réalisées avec la polymérase « Phusion ».

DRS2 a été isolé a partir du vecteur pRS426-DRS2 (Lenoir et al., 2009) grdce aux enzymes de
restriction EcoRl et Smal. Il a été ajouté, en 3’ ou 5’ de la séquence codant DRS2, |a séquence codant
le domaine accepteur de biotine (Bad), et entre DRS2 et Bad, un site de coupure par la thrombine.
Autour de ce site de coupure, des glycines ont été ajoutées : 2 glycines entre le domaine Bad et le
site de coupure par la thrombine, et 4 glycines entre le site de coupure par la thrombine et DRS2.
DRS2 et son étiquette ont alors été clonés dans pYeDP60 sous contréle du promoteur inductible
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proGAL10/CYC1 et en amont de la séquence du terminateur PGK, ce qui a abouti soit a
pYeDP60_DRS2-Bad soit a pYeDP60_Bad-DRS2, suivant la position de I'étiquette Bad (Fig. 2).

CDC50 a été amplifié par PCR en utilisant ’ADN génomique de la levure comme matrice. A la
séquence codante on a ajouté soit une étiquette de 10 histidines, soit le domaine Bad en 3’, soit
encore le domaine Bad en 5. Un site de coupure par la thrombine séparé par 2 glycines de
I’étiquette et par 4 glycines de CDC50 a également été ajouté (Fig. 2). CDC50 et son étiquette ont
alors été clonés dans pYeDP60 sous le contrdle du promoteur inductible proGAL10/CYC1 et en amont
de la séquence du terminateur PGK dans pYeDP60, aboutissant a pYeDP60_ CDC50-His4,
pYeDP60_CDC50-Bad ou pYeDP60_Bad-CDC50.

La mutation D560N a été introduite dans le géne codant DRS2 par PCR en utilisant la méthode
dite du « megaprimer » (Chen et al., 1999).

5 3

Figure 2. Différentes constructions de DRS2 et CDC50.

D560N

Représentation des séquences codant DRS2, DRS2 et CDC50 ainsi que de leurs étiquettes (Bad ou His ).

THR : site de coupure par la thrombine. Bad : domaine accepteur de biotine.

c) Construction des vecteurs de co-expression, portant les génes DRS2 ou DRS2">*"

CDC50

avec le géne

e Avec un site de coupure par la thrombine (réalisée avant mon arrivée au laboratoire)

Pour la génération des vecteurs de co-expression pYeDP60 DRS2-Bad/CDC50-His,, et
pYeDP60_DRS2°*°"-Bad/CDC50-Hisy,, un fragment de 2376 paires de bases comprenant la séquence
proGAL10/CYC1-CDC50-His,-terPGK a été amplifié par PCR en utilisant pYeDP60_CDC50-Hisyq
comme matrice et avec deux amorces contenant toutes deux le site de restriction Sbfl (souligné). La
séquence de I'amorce sens était (5’) CAC ACC TGC AGG TGC ATG TAT ACT AAA CTC ACA A (3') et celle
de I'amorce antisens (5’) CAC ACC TGC AGG AGC TAT GAC CAT GAT TAC GC (3’). Ces deux amorces
s’hybrident en amont du promoteur GAL10/CYC1 et en aval du terminateur de la PGK. Ce fragment
de PCR a ensuite été cloné dans le vecteur pJET1.2/blunt en utilisant le kit de clonage CloneJET™,
selon les recommandations du fournisseur. Le vecteur résultant (qui contient la cassette
proGAL10/CYC1-CDC50-His,y-terPGK)  ainsi que les vecteurs pYeDP60_DRS2-Bad et
pYeDP60_DRS2”*°*"-Bad ont été digérés par Shfl, et le produit de la digestion a été purifié sur gel
d’agarose. pYeDP60_DRS2-Bad et pYeDP60_DRS2”°°°“-Bad ont alors été déphosphorylés par la
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phosphatase alcaline d’intestin de veau et purifiés sur gel, pour étre par la suite ligués par '’ADN
ligase T4 avec la cassette proGAL10/CYC1-CDC50-His,,-terPGK.

e Avec un site de coupure par la TEV

Le remplacement du site de coupure par la thrombine par le site de coupure par la TEV a été
réalisé par PCR de fusion.

Dans un premier temps, un fragment de 395 pb («TEV-Bad ») a été amplifié par PCR a partir de la
matrice pYeDP60_SERCAla-Bad(TEV), qui posséde le site de coupure par la TEV et qui nous a été
gentiment donné par Christine Jaxel (Fig. 3). L'amorce sens (5’ TTT CAT TTG ATA TAG GTG GTG CGG
CCG CGG AGA ATC TTT ATT TT 3’) comprend une séquence s’hybridant a I'extrémité 3’ de DRS2 (en
italiqgue), une séquence codant deux glycines (en gras) suivie du site de restriction Notl, et une

séquence s’hybridant a I'extrémité 5’ du site de coupure par la TEV (souligné). L'amorce anti-sens (5'
CCA AAG AAG CAC CAC CAC C 3') comprend une séquence s’hybridant avec I'extrémité 5’ de la
séquence du terminateur PGK (Fig. 3).

Dans un second temps, un fragment de 1346 pb (« DRS2 3’ ») a été amplifié par PCR a partir de la
matrice pYeDP60_DRS2-Bad(THR). L’amorce sens (5" TGG CGA AGC TTT GTA AAG CG 3’) comprend
une séquence s’hybridant a DRS2 dans une région située 97 paires de bases en amont du site de
restriction unique Nhel (2846), soit la séquence allant des bases 2749 a 2768 de DRS2. L’amorce anti-
sens (5" CCG CGG CCG CAC CAC CTA TAT CAA ATG AAA TAT 3’) comprend le site de restriction Notl
suivi de deux glycines (gras) et une séquence s’hybridant a I'extrémité 3’ de DRS2 (en italique) (Fig.
3).

Les produits de PCR «TEV-Bad » et « DRS2 3’ » ont ensuite été fusionnés pour former « DRS2-TEV-
Bad » en utilisant comme amorce sens celle utilisée pour I'obtention de « DRS2 3’ », (5" TGG CGA
AGC TTT GTA AAG CG 3’), qui s’hybride sur les bases 2749 a 2768 de DRS2. L’amorce anti-sens est
celle utilisée pour I'obtention de «TEV-Bad », (5' CCA AAG AAG CAC CAC CAC C 3'), qui comprend une
séquence s’hybridant avec I'extrémité 5’ de la séquence du terminateur PGK. « DRS2-TEV-Bad » de
méme que les vecteurs pYeDP60_DRS2-Bad(THR) et pYeDP60_DRS2"°°**-Bad(THR) ont été digérés
par Nhel et Sacl. La partie du gene DRS2 (entre les sites de restrictions Nhel et Sacl) initialement
présente dans pYeDP60_DRS2-Bad(THR) peut alors étre remplacée, par ligation, par le fragment
contenant le site de coupure par la TEV. Le produit de la ligation va servir a transformer des bactéries
E. coli  JIM109 compétentes. On obtient ainsi pYeDP60_DRS2-Bad(TEV) et
pYeDP60_DRS2°***"-Bad(TEV).
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Figure 3. Clonage de DRS2-Bad(TEV) dans le vecteur pYeDP60.

Les fléches grises horizontales représentent les amorces utilisées. Les enzymes de restriction utilisées au cours
du clonage sont indiquées. TEV : séquence du site de coupure par la protéase TEV. THR : séquence du site de
coupure par la thrombine. terPGK : séquence du terminateur de la PGK. Bad : domaine accepteur de biotine.

Pour obtenir le vecteur pYeDP60_CDC50-Hiso(TEV), un fragment de 760 pb « CDC50-TEV » a été
amplifié par PCR a partir de la matrice pYeDP60_CDC50-His;o(THR). L'amorce sens (5" CCT ATC AAA
AAA GAT GAT CTG G 3’) comprend une séquence s’hybridant a la séquence de CDC50 dans une
région située 216 paires de bases en amont du site de restriction unique Nhel (711), soit la séquence
allant des bases 495 a 516 de CDC50. L’amorce antisens (5’ CAC AGA GCT CCT AAT GAT GAT GAT GAT
GAT GAT GAT GAT GAT GAC CAC CGC CCT GAA AAT AAA GAT TCT CACCACCACCACCTAAAATITC
3’) comprend le site de restriction Sacl suivi du codon stop (gras et souligné), de dix histidines (en
italique et souligné), de deux glycines (en gras), du site de coupure par la TEV (souligné), de quatre

glycines (en gras) et d’une séquence s’hybridant a I'extrémité 3’ de CDC50 (Fig. 4). Ce produit de PCR
et le vecteur pYeDP60_CDC50-Hisio(THR) ont été digérés par Nhel et Sacl. La partie du géne CDC50
(entre les sites de restrictions Nhel et Sacl) initialement présente dans pYeDP60_CDC50-His;o(THR) a
pu alors étre remplacée, par ligation, par le fragment contenant le site de coupure par la TEV. Le
produit de la ligation a servi a transformer des bactéries E. Coli IM109 compétentes.
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Figure 4. Clonage de CDC50-His,(,(TEV) dans le vecteur pYeDP60.

Les fleches grises horizontales représentent les amorces utilisées. Les enzymes de restriction utilisées au cours
du clonage sont indiquées. TEV : séquence du site de coupure par la protéase TEV. THR : séquence du site de
coupure par la thrombine. His,, : étiquette de 10 histidines.

Les vecteurs de co-expression pYeDP60_DRS2-Bad/CDC50-Hisio(TEV) et pYeDP60 DRS2°>°M-
Bad/CDC50-Hiso(TEV) ont ensuite été obtenus selon la méme stratégie que celle utilisée pour
obtenir les vecteurs de co-expression possédant le site de coupure par la thrombine.

d) Construction des délétions N- et C-terminales de DRS2

Un fragment de 2332 pb (« DRS2ANter ») a été amplifié par PCR a partir de la matrice
pYeDP60 DRS2-Bad(TEV). L'amorce sens (5" CAC AGA ATT CGA CAT GTC CTT CGG TTA TAG TGA CAA C
3’) comprend le site de restriction EcoRl (souligné) suivi de la séquence Kozak (GAC), du codon
d’initiation (en gras et souligné) et de la séquence s’hybridant a DRS2, a partir des bases qui codent
I’acide aminé 195. L'amorce anti-sens (5" CAC AAG CTG CCT GTA TCA TAC TAA C 3’) comprend une
séquence s’hybridant a DRS2 dans une région (codant la séquence 2874 a 2895) située 28 paires de

bases en aval du site de restriction unique Nhel (2846).

Un fragment de 948 pb (« DRS2ACterY1226 ») a été amplifié par PCR a partir de la matrice
pYeDP60_DRS2-Bad(TEV). L'amorce sens (5 TGG CGA AGC TTT GTA AAG CG 3’) s’hybride a la
séquence allant des bases 2749 a 2769 de DRS2, en amont du site unique Nhel. L’amorce anti-sens
(5" CAC AGC GGC CGC ACC ACC ATA GTA CTT CCA TAG AAA ATC TC 3’) comprend le site de restriction
Notl (souligné) suivi de deux glycines (en gras) et d’'une séquence s’hybridant a I’extrémité 3’ de DRS2
(enitalique).

De la méme maniére les produits de PCR suivant ont été obtenus: « DRS2ACter1249 »,
« DRS2ACter1274 », « DRS2ACter1283 » et « DRS2ACter1302 ». Les amorces sens et anti-sens
utilisées sont regroupées dans le Tableau 1.
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Tableau 1. Amorces utilisées pour les délétions C-terminales.

PCR

Amorce Sens

Amorce antisens

DRS2ACterY1226 (séquence
2749 a 3697)

(5') TGG CGA AGC TTT GTA AAG
CG (3

(5’) CAC AGC GGC CGC ACCACC
ATA GTA CTT CCA TAG AAA ATC
TC (3)

DRS2NACterS1249 (séquence
2749 a 3767)

(5') TGG CGA AGC TTT GTA AAG
CG (3

(5”) CAC AGC GGC CGC ACCACC
AGA GTC GCT GAT ATT GTATIT
Cc(3)

DRS2ACterG1274 (séquence
2749 a 3839)

(5') TGG CGA AGC TTT GTA AAG
CG (3))

(5”) CAC AGC GGC CGC ACCACC
TCT TTG TTT TTT CAT TCT TTG
CA (3')

DRS2MCterG1283 (séquence
2749 a 3867)

(5’) TGG CGA AGC TTT GTA AAG
CG (3")

(5’) CAC AGC GGC CGC ACC ACC
ACC CTC TTC AGC CTG TGA AA

(3')

DRS2ACterG1302 (séquence
2749 a 3944)

(5') TGG CGA AGC TTT GTA AAG
CG (3))

(5”) CAC AGC GGC CGC ACCACC
ACC GTA CTT ACC TCT CTT TTG

(3')

Amorce sens : s’hybride a la séquence 2749 a 2769 de DRS2. Amorce anti-sens : la partie soulignée correspond
au site de restriction Notl, la partie en gras code les deux glycines et la partie en italique correspond a la
séquence qui s’hybride a I'extrémité 3’ de DRS2, variable selon la délétion souhaitée.

Les produits de PCRs obtenus sont introduits dans le vecteur pJET1.2/blunt en utilisant le kit de
clonage CloneJET™ selon les recommandations du fournisseur. Les vecteurs résultants ainsi que le
vecteur pYeDP60_DRS2-Bad(TEV) ont alors été digérés par Notl et Nhel pour les délétions C-
terminales ou par EcoRl et Nhel pour la délétion N-terminale. Les fragments d’ADN d’intérét ont été
isolés. La partie du géne DRS2 (fragment Nhel/ Notl ou EcoRI/Notl) initialement présente dans
pYeDP60_DRS2-Bad(TEV) peut alors étre remplacée, par ligation, par le fragment tronqué. Le produit
de ligation va servir a transformer des bactéries E. Coli IM109 compétentes. On obtient ainsi
pYeDP60_DRS2ANter-Bad(TEV), pYeDP60_DRS2ACterY1226-Bad(TEV), pYeDP60_DRS2ACterS1249-
Bad(TEV), pYeDP60_DRS2ACterG1274-Bad(TEV), pYeDP60_ DRS2ACterG1283-Bad(TEV) et
pYeDP60_DRS2ACterG1302-Bad(TEV). Les vecteurs de co-expression sont obtenus selon la méme
stratégie que précédemment.

Toutes les constructions présentées dans la partie I1.2 ont été vérifiées par séquencage.

[1.3 Méthodes de biologie moléculaire

Tous les ADN sont conservés a -20°C. Les milieux sont décrits en Annexe 3.
a) PCR
e PCR classique
Avec I’ADN polymérase Phusion, les PCR sont réalisées comme suit : 0,2-1 ng de matrice ADN, 0,5

UM de chacune des amorces, 200 uM de mélange équimolaire de dNTPs, 10 pL de tampon 5X fourni

43




avec I'enzyme, et de |'eau distillée et filtrée de fagon a obtenir un volume total de 50 pL. On ajoute 1
unité de la Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase.

Avec I’ADN polymérase Tag, les PCR sont réalisées comme suit: 0,2-1 ng de la matrice d’ADN
(HIS3loxP ou d’ADN génomique), le tampon ThermoPol Il (Mg-free) 1X final, 2 mM de MgSQ,, 0,5 UM
de chacune des amorces, 200 uM de mélange équimolaire de dNTPs, et de I'eau distillée de facon a
obtenir un volume final de 50 puL. On ajoute 2,5 unités de ’ADN polymérase Taq.

Le programme utilisé pour les PCR est résumé dans le Tableau 2.

Tableau 2. Programme des PCR

Etape Température Temps Nombre de cycle
Dénaturation initiale 95°C 3 minutes 1
Dénaturation 95°C 30 secondes
Hybridation 55°C 1 minute
1 minute/kb pour la 30
Elongation 72°C Tagq ; 30 secondes/kb
pour la Phusion
Elongation finale 72°C 5 minutes 1

e PCR de fusion

Le but d’'une PCR de fusion est de joindre deux fragments d’ADN grace a une partie de leur
séquence qui est commune. Pour réaliser cette PCR de fusion, il faut tout d’abord identifier le
fragment le plus long et déterminer, d’aprés la quantification du produit de PCR obtenu, le volume
nécessaire pour avoir 1.10" copies de ce fragment (« DRS2 3’ » dans notre cas). Le second fragment
étant quatre fois plus petit (« TEV-Bad »), on en mettra quatre fois plus, soit 4.10"° copies. Pour
optimiser les chances d’obtenir cette fusion, plusieurs températures d’hybridation ont été essayées
(température de fusion (Tm) +/- 10°C). Le programme de ces PCR de fusion est présenté dans le
Tableau 3.

Tableau 3. Programme des PCR de fusion.

Etape PCR 1 | PCR 2 \ PCR 3 \ PCR 4 \ PCR 5 \ PCR 6
. o Matrices + dNTPs + tampon + |’ADN polymérase
Mélange initial ) . .
Phusion dans les conditions classiques
A Dénaturation 2 minutes a 98°C
FUSION —
Hybridation
B . 52,2°C | 54,4°C | 58,8°C | 64,2°C | 69,1°C | 72°C
(2 minutes)
C Elongation 10 minutes a 72°C
Ajout des amorces dans les conditions classiques
A Dénaturation 1 minute a 98°C
AMPLIFICATION B Hybridation | 52,2°C \ 54,4°C \ 58,8°C \ 64,2°C \ 69,1°C \ 72°C
C Elongation 2 minutes a 72°C

La premiére étape, nommée « Fusion », consiste a fusionner les deux fragments d’ADN. Elle se déroule sans
amorce : aprés dénaturation, la séquence commune aux deux fragments d’ADN va s’hybrider, ’ADN polymérase
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pourra se fixer et le fragment fusionné sera utilisé comme matrice. Dans la seconde étape, nommée
« Amplification », les amorces sont ajoutées et une PCR classique peut avoir lieu.

b) Nettoyage des produits de PCR et de digestion

Les produits de PCR et de digestion sont nettoyés sur une résine Sephadex G100, qui permet
I’élimination des molécules de taille inférieure a 100 kDa, dont les amorces et certaines protéines. La
résine G100 (4 g) est suspendue dans 100 mL de tampon TE’ (10 mM Tris pH 8 ; 0,1 mM EDTA), lui
méme filtré et autoclavé. 850 uL de cette résine resuspendue sont déposés dans la partie supérieure
d’un tube Spin module (MP Biomedicals). On centrifuge pendant 3 minutes a 1000 g,, (rotor AM19,
Jouan MR22) puis on dépose le produit de la PCR délicatement en haut de la résine. On centrifuge
pendant 8 minutes a 1000 g, (rotor AM19, Jouan MR22). Le filtrat est conservé.

c) Séparation, quantification et purification de I’ADN sur gel d’agarose

La qualité des produits de PCR et de digestion est vérifiée sur gel d’agarose (de concentration
comprise entre 0,8% et 1,2% selon la taille des fragments d’ADN a séparer). Les migrations durent
généralement 2 heures a 60V dans le tampon TAE (40 mM Tris-HCl pH 8,3 ; 20 mM acétate et 1 mM
EDTA). Le gel est coloré avec 0,005% de BET (v/v) pendant 10 minutes, puis incubé pendant 10
minutes avec 1 mM de MgSO, pour éliminer I'excés de BET. Si nécessaire, le fragment d’ADN
d’intérét est découpé avec un scalpel sur une table a UV proche (dark reader, clarechemical) et
purifié avec le kit « QlAquick Gel extraction » de Qiagen.

Les produits de PCR ou de digestion ont été quantifiés par comparaison avec une gamme de
marqueurs de masses moléculaires.

d) Digestion de I’ADN par des enzymes de restriction

Les enzymes de restriction choisies sont utilisées a 10U/ug d’ADN dans un volume final de 30 pL
selon les recommandations du fournisseur.

e) Déphosphorylation de ’ADN

La déphosphorylation est effectuée par la phosphatase alcaline de I'intestin de veau a raison de
0,5 unité/pg d’ADN. La réaction se déroule pendant 1 heure a 37°C.

f) Ligation des ADN

La ligation s’est faite grace a I’ADN ligase du phage T4 et cela en utilisant 400 unités/20 uL de
mélange de ligation. A chaque fois qu’il était possible, 50 ng de plasmide ont été utilisés pour la
ligation. Le ratio insert/plasmide qui a été appliqué pour I'obtention des vecteurs de simple
expression était de 3:1, et pour les vecteurs de co-expression, le ratio était de 10:1. La réaction de
ligation a été conduite pendant 4 heures a 16°C ou toute la nuit a 4°C.

g) Préparation des bactéries E. coli compétentes (JM109)

Les bactéries sont rendues compétentes par la méthode du chlorure de calcium : des colonies de
la bactérie JM109 sont inoculées dans 5 mL de milieu LB a 37°C et 200 rpm pendant une nuit
(préculture). Le matin suivant, un Erlenmeyer contenant 100 mL de LB est ensemencé avec 1 mL de
cette préculture. Lorsque la densité optique (DO) a 600 nm atteint 0,3-0,5, les 100 mL de culture sont
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centrifugés pendant 5 minutes a 2000 g,, et a 4°C (rotor JA-12, centrifugeuse Beckman Avanti J-20
XP). Le culot obtenu est ensuite lavé par 50 mL d’un tampon alcalin contenant du calcium (50 mM
CaCl,, 10 mM Tris pH 8) et placé 20 minutes dans la glace. Aprés centrifugation pendant 5 minutes a
2000 g,, et a 4°C, le culot est resuspendu avec 1,5 mL du méme tampon et replacé dans la glace
pendant 1 heure de plus. On ajoute alors du glycérol a la concentration finale de 20% (v/v) et les
cellules sont aliquotées et conservées a -80°C apres congélation rapide dans I'azote liquide.

h) Transformation des bactéries compétentes

Les produits de la ligation sont mélangés avec 100 puL de bactéries compétentes, 7,5 uL de tampon
CaCl, (50 mM Tris pH 8 ; 500 mM CaCl,) filtré et froid, et le volume est ajusté a 150 pL avec de |'eau
distillée filtrée. Ce mélange est incubé 30 minutes dans la glace puis précisément 1 minute a 42°C
pour réaliser le choc thermique nécessaire a la transformation. 1 mL de milieu LB est ajouté et le tout
est incubé a 37°C, 180 rpm pendant 1 heure, pour permettre I'expression du géne de résistance a
I"ampicilline. Le mélange est centrifugé 5 minutes a 300 g,, (rotor F241.5P, Microfuge 22R Beckman)
et 1 mL du surnageant est retiré. Le culot est resuspendu avec les 150 uL de surnageant restant et
étalé sur une boite de LB additionnée d’ampicilline que I'on place a 37°C pour la nuit.

L’ADN plasmidique contenu dans les bactéries est récupéré grace a I'utilisation du kit NucleoSpin®
Plasmid /Plasmid (NolLid) de Macherey-Nagel. Toutes ces préparations d’ADN plasmidique sont
vérifiées par digestion.

i) Préparation de ’ADN génomique de levure

Les levures sont mises en culture dans 10 mL de milieu SD pendant 24 heures, a 30°C et 200 rpm.
La culture est centrifugée pendant 15 minutes a 2500 g,, et 4°C (rotor F35-6-30, centrifugeuse 5430,
eppendorf). Le culot est resuspendu dans 500 puL d'eau distillée filtrée et transféré dans un eppendorf
de 1,5 mL. On centrifuge 1 minute a 14000 g,, (microfuge 22R Beckmann, rotor F241.5P). Le culot est
ensuite repris par 200 pL de tampon de lyse (2% Triton X-100 (p/v), 1% SDS (p/v), 100 mM NaCl, 10
mM Tris-HCl pH 8; 1 mM EDTA). Des billes en verre de 0,5 mm de diamétre sont ajoutées ainsi que
200 pL du mélange phénol/chloroforme/isoamylacohol (25/24/1), sous la hotte. Le broyage
s’effectue pendant 10 minutes a température ambiante sur Vibrax (puissance 7). 200 uL de tampon
TE filtré (10 mM Tris pH 8 et 1 mM EDTA) sont ajoutés. Le broyat est centrifugé pendant 5 minutes a
14000 g,, (microfuge 22R Beckmann, rotor F241.5P). La phase aqueuse et translucide est transférée
dans un nouvel eppendorf de 2 mL. 1 mL d'éthanol a 96% est alors ajouté et le tout est centrifugé
pendant 5 minutes a 14000 g,, (microfuge 22R Beckmann, rotor F241.5P). Le culot est a nouveau
centrifugé pendant 5 minutes puis mis a sécher sous la hotte. Le culot est finalement resuspendu
avec 200 plL de tampon TE filtré.

j) Test de croissance des levures a basse température

Afin d’effectuer ce test, chacune des souches transformées par le plasmide approprié et stockées
a -80°C a été étalée sur boite S6A, et incubée a 28°C pendant environ 3 jours. Quelques colonies de
chaque souche ont été inoculées dans 5 mL de milieu liquide S6A et incubées toute la nuit a 28°C,
sous une agitation de 180 rpm. L’absorbance a 600 nm a été mesurée pour chacune des cultures, qui
ont ensuite été diluées dans le milieu inductif S5A de fagon a atteindre une DOggonm de 0,02, de 0,002
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et de 0,0002. Ensuite, 5 puL de chaque dilution ont été déposés sur une boite SSA. La croissance des
levures incubées a 28°C et a 20°C a été suivie pendant une semaine.

k) Délétion des génes DRS2 et CDC50 endogénes

La cassette « HIS3loxP » a été obtenue par PCR en utilisant le vecteur pFA6a-HIS3MX6 (Wach et
al., 1997) comme matrice. Les amorces sens et anti-sens comprennent la séquence loxP.

Le produit de la PCR, « HIS3loxP », sert ensuite de matrice a une seconde PCR avec des amorces
s’hybridant a la séquence loxP et comportant une quarantaine de bases complémentaires aux
régions 5 et 3’ non traduites du gene a déléter (i.e. DRS2 ou CDC50) (Fig. 5). Ces PCR ont été
réalisées avec la polymérase Taq. Le géne HIS3 permettra de pallier 'auxotrophie de la levure a
I’histidine, et fournit donc un crible rapide pour I'identification des levures délétées.
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Figure 5. Schéma du systeme de délétion des génes DRS2 et CDC50.

Les fleches grises horizontales représentent les amorces utilisées pour la PCR réalisée a partir de la cassette
His3loxp. Le produit de cette seconde PCR contient le géne HIS3 en vert foncé, les séquences LoxP en vert clair et
les séquences complémentaires des régions 5’ et 3’ non traduites du géne a déléter en mauve.

Les levures W303.1b/GAL4 ont été mises en culture dans un milieu minimum SD pendant 24
heures, a 28°C et 180 rpm. La transformation se déroule comme décrit précédemment sauf que dans
ce cas, 20 plL de produit de PCR ont été utilisés pour la transformation. Les levures transformées ont
été sélectionnées sur un milieu SD sans Histidine. On obtient ainsi Adrs2 et Acdc50.

L'efficacité de la délétion des génes cibles est vérifiée par PCR en utilisant 'ADN génomique
comme matrice et avec une amorce qui s’hybride soit dans le géne a déléter soit dans HIS3. Les
amorces utilisées pour ces PCR sont listées en Annexe 3.

[1.4 Expression de Drs2p et Cdc50p

a) Description de la souche de levure

La souche de levure W303.1b/GAL4 (a, leu2, his3, trpl ::TRP1-GAL10-GAL4, ura3, ade2-1, can’,
cir’) décrite précédemment (Lenoir et al.,, 2002), a été utilisée tout au long de cette étude. Pour
obtenir cette souche, la souche W303.1b originelle a été modifiée afin d’ajouter au sein du génome
de la levure, par recombinaison homologue, une copie supplémentaire du géne GAL4 sous le
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contrdle du promoteur GALI0. Le niveau d’expression de cette protéine dans la souche W303.1b
originelle est trés faible (1 a 2 copies par cellule), ce qui limite I'expression des protéines sous
controle de ces séquences promotrices. De plus, I'activation de la transcription par la protéine Galdp
nécessite la présence de galactose dans le milieu afin de lever la répression exercée sur celle-ci par la
protéine Gal80p (Fig.6). La surexpression de Galdp issu de cette nouvelle construction sera donc
dépendante de I'ajout de galactose (Fig. 6).

Galactose

R Ve
~

Plasmide DRS2 ou CDC50

Plasmidé —m— oA

—>
DRS2 ou CDC50
1
1

Chromosome ———— — L eeerT———

Figure 6. Schéma du systéme d’expression de Drs2p et Cdc50p.

La protéine Galdp est un facteur de transcription qui interagit avec les séquences promotrices de type GAL. En
absence de galactose, Galdp est réprimée par la protéine Gal80p. La présence de galactose et I'absence de
glucose va activer et induire I'expression de l'inducteur Gal3p qui va lever la répression de Gal80p en
interagissant avec celui-ci. La transcription des génes sous contréle des séquences promotrices de type GAL a
lieu, notamment de la copie de GAL4 insérée dans le génome. Ceci permet I'augmentation du nombre de copies
de Galdp et, par conséquent, de toutes les protéines sous contréle des séquences promotrices de type GAL.

Cette souche de levure est par ailleurs auxotrophe aux acides aminés leucine et histidine mais
aussi pour les bases uracile et adénine. Ces éléments essentiels devront étre apportés par le milieu
de culture ou par complémentation. Cette propriété nous permettra de sélectionner les levures
ayant été transformées par le vecteur pYeDP60.

b) Transformation des levures

La méthode est adaptée de (Gietz et al., 1995).

Des levures sont inoculées dans 4 mL du milieu S6AU (composition des milieux en Annexe 3) et
incubées pendant 24 heures a 28°C. Elles sont ensuite centrifugées a 2000 g,, pendant 5 minutes
(microfuge 22R Beckmann, rotor F241.5P). Le culot est resuspendu avec 50 puL d’ADN de sperme de
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saumon a 2 mg/mL, dénaturé préalablement pendant 5 minutes a 100°C et refroidi dans la glace
avant utilisation. 3 puL d’ADN circulaire sont ajoutés. Le mélange est vortexé et on ajoute 500 pL de
Tampon PLATE stérile (40% PEG (v/v); 0,1 M lithium acétate ; 0,01 M Tris-HC| pH 7,5; 1 mM EDTA)
puis 20 uL de DTT 1 M filtré. Le mélange est vortexé, et laissé toute la nuit a température ambiante
(sur la paillasse). Le lendemain, on centrifuge a 500 g,, pendant 2 minutes (microfuge 22R Beckmann,
rotor F241.5P). Le culot est repris par 100 puL de milieu sélectif (S6A) et étalé sur une boite de
sélection (S6A) que I'on place a 28°C pendant 3 a 5 jours.

c) Préparation de fractions membranaires totales aprés croissance des levures en milieu minimum

Les levures transformées sont étalées sur une boite S6A a partir d’un stock glycérol et incubées
pendant 48 heures a 28°C. Les colonies obtenues sont ensemencées en milieu liquide S6A (5 mL) et
incubées a 28°C et 180 rpm pendant 24 heures. Les levures sont ensuite diluées dans le milieu S5A,
contenant du galactose, de facon a obtenir une absorbance a 600 nm d’environ 0,2. L’expression,
aprés induction, a lieu pendant 17 heures & 28°C. A la fin de la phase d’expression, I'absorbance a
600 nm est aux alentours de 2, et 5 mL de culture sont centrifugés a 1000 g,, et 4°C pendant 10
minutes (centrifugeuse SIGMA 3-18K). Le culot est lavé avec 1 mL de tampon TEPI a 4°C (50 mM Tris-
HCl pH 6,8 ; 5 mM EDTA; 20 mM NaN;, 1 mM PMSF et 1X du cocktail d’inhibiteurs de protéases
SigmaFast), transféré dans un eppendorf de 1,5 mL, puis centrifugé a 1000 g,, et 4°C pendant 10
minutes (microfuge 22R Beckmann, rotor F241.5P). Le culot est resuspendu dans 100 pL de TEPI
froid. On ajoute des billes de verre de 0,5 mm de diametre et les cellules sont broyées sur Vibrax
pendant 20 minutes a 4°C (a vitesse moyenne). Du tampon TEPI est ajouté afin d’obtenir un volume
final de 1 mL. Le mélange est centrifugé a 500 g,, (microfuge 22R Beckmann, rotor F241.5P) a 4°C
pendant 5 minutes pour se débarrasser des billes et des cellules non broyées. Le surnageant est
centrifugé a 73000 g,, pendant 90 minutes a 4°C (rotor TLA-45, centrifugeuse TL100). Le culot, qui
contient les membranes totales, est conservé a -20°C. Plus tard, il sera repris dans 100 uL de tampon
de dépo6t (voir analyse par SDS-PAGE, Chapitre I1.4.f) L'analyse du contenu de la fraction
membranaire s’effectue par western-blot.

d) Préparation des fractions membranaires C3 et C2 apres croissance des levures en milieu riche

La souche de levure transformée par le vecteur d’intérét est étalée sur bofte S6A puis incubée
pendant 48 heures a 28°C. Les colonies obtenues sont ensemencées dans 5 mL de S6A pendant 24
heures, a 28°C et 180 rpm (préculture 1). 20 mL de S6A sont ensuite ensemencés avec la préculture 1
de facon a atteindre 0,1 DOgynm (préculture 2). La préculture 2 est incubée a 28°C et 180 rpm
pendant 24 heures. Le milieu riche YPGE2X (typiquement 430 mL) est préincubé dans des Fernbachs
a 28°C et 130 rpm pendant la nuit (les Fernbachs sont bafflés pour permettre une meilleure
oxygénation du milieu). Le lendemain, on ensemence le milieu YPGE2X a 0,05 DOgq,m avec la
préculture 2 et on ajoute 12 mL d’éthanol a 96% et 50 mL de glucose a 10%. Les Fernbachs sont
incubés a 28°C et 130 rpm pendant 36 heures: c’est la phase de croissance des levures pendant
laquelle I'expression des protéines d’intérét est réprimée par la présence de glucose. Au bout de ces
36 heures, le glucose est compléetement consommé et I'éthanol est devenu le substrat sur lequel
repose la croissance des levures. On réalise alors la premiére induction de |‘expression : les
Fernbachs sont placés dans I'eau glacée 10 minutes afin de diminuer la température rapidement puis
on ajoute le galactose a la concentration de 20 g/L. Les Fernbachs sont alors incubés a 18°C et
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130rpm. 13 heures plus tard, on réalise une seconde induction en ajoutant du galactose une
deuxiéme fois, de nouveau a la concentration de 20 g/L. Les Fernbachs sont incubés a 18°C et 130
rpm pendant 5 heures de plus. La croissance des levures est suivie par mesure de la DO a 600nm.

Apreés la phase d’expression protéique, les Fernbachs sont placés dans de I’eau glacée pendant 10
minutes. La culture est centrifugée pendant 10 minutes a 4°C et 4000 g, (rotor JLAS8.1, J20XP). Les
culots sont lavés avec de I'eau froide puis pesés (mgyqt, €nviron 35 g par litre de culture). Les culots
sont resuspendus avec 2 volumes équivalents au m,o;: avec le tampon TEKS froid (50 mM Tris-HCI pH
7,5; 1 mM EDTA; 0,6 M Sorbitol et 0,1 M KCl) et incubés pendant 15 minutes a 4°C. Le mélange est
centrifugé pendant 10 minutes a 4°C et 4000 g,, (rotor JLA8.1, J20XP). Les culots sont congelés dans
I"azote liquide et placés a -80°C.

Pour le fractionnement membranaire, les culots sont décongelés rapidement et repris par 1
volume équivalent au m, de tampon TES (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,6 M Sorbitol)
auquel on a ajouté 1 mM de PMSF et 1X du cocktail d’inhibiteurs de protéases SigmaFast. Les cellules
resuspendues dans le tampon TES sont placées dans un pot en agate et 1 volume équivalent de billes
en verre de 0,5 mm de diamétre est ajouté (exemple : 100 mL de cellules resuspendues dans le
tampon TES + 100 mL de billes). Les cellules sont broyées par pulvérisation : 3 minutes a 450 rpm; 30
secondes de pause; 3 minutes a 450 rpm en sens inverse (Pulverisette 6” planetary mill (Fritsch)). Le
broyat est transvasé dans un cristallisoir, et les billes sont lavées 3 fois avec 0,5 volume équivalent au
Mot de tampon TES auquel on a ajouté 1 mM de PMSF et 1X du cocktail d’inhibiteurs de protéases
SigmaFast. On obtient alors le Broyat Total (BT). Le Broyat Total est centrifugé a 700 g,, et 4°C
pendant 20 minutes (rotor JLA10.5, J20XP). On obtient ainsi les fractions C1 et S1. Le surnageant S1
est centrifugé a 12000 g,, et 4°C pendant 20 minutes (rotor JLA10.5 sur J20XP). On obtient les
fractions C2 et S2. Le surnageant S2 est centrifugé a 125000 g,, et 10°C pendant 1 heure (rotor Ti45,
L8-M). On obtient les fractions C3 et S3. La fraction membranaire C3 est resuspendue par 0,2 volume
équivalent au m,,; de tampon HEPES-Sucrose ((HS) ; 20 mM HEPES-Tris pH 7,5 ; 0,3 M Sucrose et 0,1
M CacCl,) froid. Les fractions sont congelées dans |'azote liquide et stockées a -80°C.

Un prélevement est effectué sur chaque fraction afin d’étre analysé par dosage des protéines
totales (dosage BCA) et par Western-Blot.

e) Dosage des protéines totales par la méthode BCA

La méthode BCA : cette méthode repose sur la capacité des liaisons peptidiques a réduire les ions

Cu* du CuSO, en ion Cu', dans un milieu alcalin (Smith et al., 1985). Les molécules d'acide
bicinchoninique (BCA) vont ensuite pouvoir chélater les ions Cu®, ce qui va former un produit soluble
de couleur pourpre qui a une absorption maximale a 562 nm. La quantité de protéines d’un
échantillon de concentration inconnue sera déterminée par rapport a une courbe d’étalonnage
réalisée avec des quantités connues de SAB (Sérum Albumine Bovine).

On réalise cette gamme de SAB soit dans le tampon TES (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,6
M Sorbitol), soit dans le tampon HS (20 mM HEPES-Tris pH 7,5; 0,3 M Sucrose et 0,1 M CaCl,) avec
des quantités de SAB comprises entre 0 et 80 ug, sur une plaque 96 puits. En effet, les différentes
fractions sont suspendues dans I'un ou 'autre de ces tampons.

Trois dilutions différentes des échantillons de concentration inconnue sont testées : une au 1/10,
une au 1/20 et une au 1/30. 10 L des fractions diluées sont mélangés avec 5 pL de SDS 10% et 10 puL
d'eau distillée dans une plague de 96 puits. Les solutions de CuSO, et le BCA fournies par le fabricant
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sont mélangées dans le rapport recommandé (1 volume de CuSO, pour 50 volumes de BCA) et 225 uL
de ce mélange est ajouté aux échantillons. Les échantillons sont incubés a 37°C pendant 30 minutes
et la DO est mesurée sur lecteur de plague multiskan a 540 nm.

f) Analyse par SDS-PAGE

Les fractions a analyser sont d’abord mélangées avec le tampon de dépdt (concentration finale :
20 mM Tris-HC| pH 6,8; 0,5 mM EDTA; 4,5 M Urée; 2,5 % (p/v) SDS; 0,005% (p/v) bleu de
Bromophénol et 5% (v/v) B-Mercaptoéthanol) et incubées 10 minutes a 30°C. Ces fractions sont alors
déposées sur un gel de polyacrylamide de type Laemmli (Laemmli, 1970) a 8%. La migration dure
environ 1 heure 30 minutes a 110V maximum et 25 mA/gel dans un tampon de migration (25 mM
Tris-base ; 250 mM glycine et 1% (p/v) SDS).Les protéines sont ensuite détectées par coloration au
bleu de Coomassie, au nitrate d’argent ou par immunodétection (western-blot).

La coloration au Bleu de Coomassie est réalisée comme suit : les gels sont incubés 15 minutes
avec la solution de coloration (40% (v/v) méthanol, 10% (v/v) acide acétique et 0,1% (p/v) de Bleu de
Coomassie R250) puis décolorés au four micro-onde, dans de |’eau.

Pour la coloration au nitrate d’argent, le protocole est le suivant : Aprés rincage dans de 'eau
distillée, les gels sont incubés dans le tampon de fixation 1 (50% (v/v) méthanol ; 12% (v/v) acide
acétique et 0,02% (v/v) formaldéhyde) pendant 1 heure, sur une balancelle. Le gel est ensuite incubé
dans le tampon de fixation 2 (50% (v/v) éthanol) pendant 30 minutes puis pendant 1 minute
précisément avec le tampon de fixation 3 (0,04% (p/v) Na,S,03.5H,0). Le gel est lavé 3 fois pendant
20 secondes avec de I'eau distillée et il est incubé dans le tampon de coloration (0,2% (p/v) AgNO; et
0,03% (v/v) formaldéhyde) pendant 45 minutes ; le gel doit étre protégé de la lumiére a partir de ce
moment. Le gel est ensuite lavé 2 fois pendant 30 secondes dans de I'eau distillée et il est incubé
dans le tampon de développement (6% (p/v) Na,COs; 1% (v/v) tampon de fixation 3 et 0,02% (v/v)
formaldéhyde) jusqu’a obtenir I'intensité désirée pour les bandes d’intérét. La réaction est arrétée
par le tampon d’arrét (1% (v/v) acide acétique).

Dans tous les cas, le gel est lavé dans de I'eau distillée avant séchage. Le gel est ensuite séché
toute la nuit entre deux feuilles de cellophane (tampon de séchage : 10% (v/v) éthanol, 10% (v/v)
acide acétique et 5 % (v/v) de glycérol).

Pour le western-blot, apres migration sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes, les
protéines sont d’abord transférées sur une membrane PVDF (Millipore). Pour cela on utilise un
tampon de transfert (27,8 mM Tris-base ; 38,5 mM glycine et 10% (v/v) méthanol, stocké a 4°C) et le
transfert s’effectue a froid a 110V, 350 mA/montage pendant 1 heure. La détection des protéines
transférées s’effectue en utilisant soit une sonde a base d’avidine (couplée a la peroxydase) qui va
détecter toutes les protéines biotinylées, soit une autre sonde (couplée elle aussi a la peroxydase)
qui va reconnaitre les histidines, soit un anticorps primaire polyclonal de lapin dirigé contre le
domaine compris entre les passages transmembranaires TM4 et TM5 de Drs2p (aimablement fourni
par Todd Graham). Un anticorps primaire polyclonal de cochon d’inde dirigé contre SERCAla (79B) et
aimablement fourni par Anne-Marie Lompré a aussi été utilisé. Les anticorps polyclonaux de lapin
dirigés contre la protéine du trans-Golgi, Tlg2p, ou contre la protéine de la vacuole, Vam3p, ainsi que
les anticorps monoclonaux de souris dirigés contre la protéine du réticulum endoplasmique, Dpm1p,
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et ceux dirigés contre la protéine de la membrane plasmique, Pmalp, ont aussi été utilisés.Les
anticorps secondaires sont couplés a la peroxydase. Les conditions d’utilisation sont décrites dans le

Tableau 4.

Tableau 4.Conditions d’utilisation des sondes ou des anticorps utilisés pour 'immunodétection.

Anticorps primaire ou sonde

Anticorps secondaire

Dilution et

Dilution et

Nom Blocage Lavage incubation Nom Lavage incubation Lavage
3 fois 10
5% de minutes
Sonde lait 3 fois 10 | 1/25000, PBS-Tet?2
Avidine | écrémé, | minutes 1 heure fois 10
1 heure minutes
PBS
3 fois 10
1/2 i
2% de /2000, minutes
Sonde SAB 1 i 2% de PBS-T et 2
Histidine ! SAB, 1 fois 10
heure i
heure minutes
PBS
3 fois 10
5% de 1/5000, 1/2000, 5% minutes
Anti- lait i 5% de lait Anti-labin 3 fois 10 de lait PBS-T et 2
Drs2p écrémé, écrémé, 1 P minutes écrémé, 1 fois 10
1 heure heure heure minutes
PBS
3 fois 10
Anti- 5% de 1/20000, 1/10000, 5% minutes
lait 5% de lait | Anti-cochon | 3 fois 10 de lait PBS-Tet 2
Sercala .. - . ). . . .
écréme, écréme, 1 d’inde minutes écréme, 1 fois 10
(79B) .
1 heure heure heure minutes
PBS
3 fois 10
Anti- 5% de 1/1}(2)8800“ 1/2000,5% | minutes
Tlg2p ou lait . . 3 fois 10 de lait PBS-Tet 2
. g - 5% de lait Anti-lapin . f e .
anti- écréme, . minutes écremé, 1 fois 10
écréme, 1 .
Vam3p 1 heure heure minutes
heure
PBS
3 fois 10
Anti- 5% de 1/1}28800“ 1/2000,5% | minutes
Dpmlp lait . . . 3 fois 10 de lait PBS-Tet 2
) . - 5% de lait | Anti-souris ) .. .
ou anti- écréme, . minutes écremé, 1 fois 10
écréme, 1 .
Pmalp 1 heure heure minutes
heure PBS

Toutes les étapes s’effectuent dans du tampon PBS-T contenant du PBS (2,7 mM KCl ; 0,14 M NaCl ;
0,1 M (Na,HPO42H,0) ; 1,8 mM KH,PO,; pH 7.4) supplémenté de 0,2% (v/v) de Tween 20 (sauf pour
les derniers lavages, pour lesquels il n’y a pas de Tween 20).
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La présence du produit de la réaction catalysée par la peroxydase est révélée par la méthode
ECL™ (Enhanced Chemiluminescence, Amersham). Les images sont acquises par une caméra (G :BOX
HR16, Syngene).

g) Déglycosylation de Cdc50p
e Tests initiaux en conditions dénaturantes

La déglycosylation a été initialement réalisée selon les recommandations du fournisseur.
Brievement, les membranes C3 sont diluées a 10 mg/mL dans le tampon HS (20 mM HEPES-Tris pH
7,5; 0,3 M Sucrose; 0,1 M CaCl,). 5 uL de cette dilution sont mélangés avec le tampon de
dénaturation des protéines (40 mM DTT et 0,5% SDS) dans un volume final de 10 pL. Dans certains
cas, les échantillons sont chauffés a 100°C pendant 10 minutes avant d’ajouter la glycosidase. Puis,
pour un volume total de 20 pL, la glycosidase et son tampon sont ajoutés : tampon G5 (50 mM
citrate de sodium a pH 5,5) pour I'Endoglycosidase H (5U/ug de protéines totales) ou tampon G7 (50
mM de phosphate de sodium a pH 7,5) supplémenté de 1% de NP-40 (v/v) pour la PNGase F (5U/ug
de protéines totales). Les échantillons sont alors incubés 1 heure a 37°C puis analysés par Western-
Blot.

e Déglycosylation de Cdc50p en conditions non dénaturantes, et effet sur la mesure du
dérivé phosphorylé

Les membranes C3 sont diluées a 2 mg/mL dans le tampon de solubilisation SB (10 mM Tris-HClI
pH 7,5; 300 mM NaCl; 20% (w/v) glycérol; 5 mM MgCl,) qui contient 1 mg/mL de DDM. Ces
membranes sont incubées 0, 1 heure ou 2 heures a 37°C avant d’étre incubées dans la glace pendant
15 minutes, en absence ou en présence de 10 pg/mL de PNGase F (i.e 20,000 U/ml), mais donc sans
SDS dénaturant pour ces expériences. Les membranes sont ensuite diluées a 0,5 mg/mL dans le
tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH 7) supplémenté de 0,1 mM de CaCl,
et 1 mM d’EGTA. Les mesures de la formation de dérivé phosphorylé dans ces échantillons sont
réalisées par filtration (voir ci-dessous).

11.5 Caractérisation fonctionnelle du complexe Drs2p/Cdc50p

a) Mesure de la formation de dérivé phosphorylé par le [y-*P] ATP (filtration)
e Phosphorylation

Pour la plupart des mesures, les membranes sont préincubées dans la glace, a 0,5 mg/mL de
protéines totales, dans 200 pL de tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH 7),
en général complété avec 100 uM de CaCl, et 1 mM d’EGTA. Divers détergents et divers lipides
exogenes ont également parfois été ajoutés, a partir de stocks concentrés. Dans certains cas, on
ajoute aussi de I'orthovanadate a 1 mM, ou d’autres inhibiteurs. La phosphorylation est initiée par
I"ajout de [y-’P] ATP & 0,25-1 mCi/umol, et en général & une concentration de 0,5 pM. La réaction est
arrétée au bout de 25-30 secondes en général, par précipitation avec 2 mL d’acide (500 mM TCA
(acide TriChloroAcétique) supplémenté de 30 mM H;PO,). Les échantillons sont incubés 15 a 20
minutes dans la glace pour permettre I'agrégation des macromolécules, étape critique en présence
de certains détergents. Les échantillons sont alors filtrés sur un ou deux filtres en fibre de verre de
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type A/E et ces filtres sont rincés soigneusement avec de I'acide dilué (50 mM TCA supplémenté de 3
mM H;PQ,). Les filtres sont alors insérés dans des fioles, ouU ils seront mis en contact avec un liquide
scintillant (Picofluor 30, Packard) ; un compteur a scintillation nous donnera la mesure de la quantité
de radioactivité retenue sur le filtre (Beckman, LS5801 ou LS6000IC).

e Déphosphorylation

Les cinétiques de déphosphorylation sont réalisées aprés que la phosphorylation ait atteint un
état stationnaire (phosphorylation pendant 25 secondes dans la glace dans les conditions
précédemment décrites). La déphosphorylation est déclenchée par I'ajout d’ATP non-radioactif (1
mM Mg”*-ATP) ou d’ADP (1 mM), et, le plus souvent, transfert immédiat a 37°C. Deux protocoles
différents ont été utilisés :

Le premier protocole, dit « avec dilution », consiste a diluer 5 fois I'échantillon phosphorylé (200
pL) dans le milieu de déphosphorylation (800 uL de tampon A supplémenté avec 100 uM de CaCl,)
contenant 5 mM de Mg**-ATP non-radioactif et pré-équilibré & 37°C. Lorsque la déphosphorylation a
été réalisée a 4°C en présence de 1 mM d’ATP ou ADP, il a été ajouté 0,01 mg/mL de pyruvate kinase
et 0,2 mM de phosphoénolpyruvate. La précipitation des protéines apres différents temps de
déphosphorylation est effectuée par ajout d’1 mL d’acide (1 M TCA et 60 mM H3PQ,).

Le deuxieme protocole, dit « sans dilution », consiste, apres la phosphorylation dans la glace, a
simplement transférer les 200 pL d’échantillon dans un tube pré-équilibré a 37°C et contenant 20 uL
de Mg**-ATP non-radioactif 3 10 mM.

Pour les mesures de déphosphorylation aprés coupure des étiquettes C-terminales de Drs2p-Bad
et Cdc50p-His;g, les membranes ont été diluées a 2 mg/mL dans le tampon A supplémenté avec 100
UM de CaCl, puis incubées pendant 17 heures a 8°C, en présence ou absence de la protéase TEV,
exprimée dans E. coli et purifiée par affinité comme décrit précédemment (Parks et al., 1994). Le
protocole sans dilution a ensuite été appliqué.

b) Mesure du dérivé phosphorylé par autoradiographie d’un gel de type Sarkadi

Les gels de type Sarkadi (Sarkadi et al., 1986) sont des gels dénaturants de polyacrylamide (SDS-
PAGE) dont le pH est acide, ce qui va permettre de stabiliser la liaison acyl-phosphate. Apreés
phosphorylation et précipitation, les échantillons (lavés par centrifugations acides successives) sont
déposés sur le gel et les différents polypeptides sont séparés selon leur taille. L’avantage principal de
cette technique est qu’elle permet de détecter I'éventuelle contribution de divers polypeptides a la
guantité de radioactivité totale mesurée.

La préparation des échantillons pour dépoét sur ce type de gel se fait comme suit : les échantillons
sont phosphorylés ou déphosphorylés comme indiqué précédemment, mais le volume réactionnel
est de 300 pL. La réaction est stoppée par addition de 300 pL d’acide (1 M TCA ; 60 mM d’H;PQO,).
Aprés 20 a 40 minutes de précipitation dans la glace, les échantillons sont centrifugés 2 minutes a
13000 rpm dans une centrifugeuse de type Jouan Al14 placée dans la chambre froide. Le culot est
lavé avec 50 mM de TCA et 3 mM d’H;PO,. Le deuxiéme culot est alors repris par 60 uL de tampon de
dépbt (150 mM Tris-HCl pH 6,8; 10 mM EDTA; 2% (p/v) SDS; 8 M urée; 0,02% (p/v) Bleu de
Bromophénol ; 5% (v/v) B-Mercaptoéthanol). 10 pL de chaque échantillon (25 pg de protéines totales
s’il n’y a pas eu de pertes a la resuspension) est déposé sur un gel a 7% en acrylamide. La migration a
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lieu dans un tampon de migration pour gel Sarkadi (170 mM Mops-Tris pH 6 et 0,1% (p/v) SDS) et en
chambre froide, avec agitation (pour homogénéiser la température), pendant 3 heures a 10 mA/gel.
Le gel est ensuite coloré au Bleu de Coomassie (40% (v/v) méthanol ; 10% (v/v) acide acétique ; 0,1%
(p/v) Bleu de Coomassie R250) et décoloré dans 10% (v/v) d’acide acétique, 10% (v/v) de méthanol et
1% (v/v) de glycérol. Le lendemain, un écran de détection (Phosphorscreen) est exposé au gel et la
radioactivé détectée est analysée a I'aide d’un Phosphorimager (Molecular Dynamics). Les quantités
de Drs2p et de Cdc50p de chaque échantillon sont aussi analysées par Western-Blot.

c) Activité ATPasique

Les éluats 1 de la purification du complexe Drs2p/Cdc50p ou du complexe Drs2p”**°"/Cdc50p ont
été mis en présence de DDM a 1 mg/mL et de 0,025 mg/mL (ou 0,125 mg/mL) de POPS, en présence
ou en absence de 0,05 mg/mL de PI(4)P (ou 0,025 mg/mL). 1 ou 4 mg/mL de Cy;E5, ou 1 mM de
vanadate, ou 1 mM de KF + 50 uM de BeCl, ont aussi été ajoutés, si souhaité. A t=0, 1 mM de Mg2+—
ATP ont été ajoutés pour initier la réaction, en présence d’un systéme régénérateur d’ATP (1 mM
PEP + 0,05 mg/mL PK). La réaction a été arrétée a différents temps par 3,5 % de SDS. On ajoute
ensuite un mélange ammonium molybdate/acide ascorbique (Lenoir et al., 2004) et la DO est
mesurée a 850 nm aprés 2H d’incubation.

[1.6 Purification du complexe Drs2p/Cdc50p

a) Tests de solubilisation en présence de différents détergent

Les membranes C3 sont diluées a 2 mg/mL de protéines totales dans le tampon de solubilisation
SB (10 mM Tris-HCI pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 20% (p/v) glycérol ; 5 mM MgCl,) supplémenté avec 1
mM de PMSF et 1X du cocktail d’inhibiteurs de protéases de Roche. Le détergent est alors ajouté aux
membranes a un ratio détergent/protéines totales (p/p) variable et le mélange est incubé de 15
minutes a 1 heure, a 4°C, sur une roue. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 88000 g, pendant
1 heure a 4°C. La partie insoluble de I’échantillon sera ainsi collectée dans le culot et la partie soluble
dans le surnageant. Pour I'analyse des échantillons par western-blot, le culot est repris avec un
volume de tampon SB équivalent au volume du surnageant.

b) Purification par chromatographie d’affinité sur résine Ni**-NTA

Principe : Les résines utilisées pour la chromatographie d’affinité de type IMAC résultent de
I'immobilisation sur des billes d’agarose (phase stationnaire) d’ions métalliques tel le Nickel (Ni**),
par l'intermédiaire d’un linker, le NTA (NitriloTriacetic Acid). L'ion Nickel dispose de six liens de
coordination dont quatre seront utilisés pour I'immobilisation par le NTA et deux seront utilisés pour
la liaison avec I'azote du cycle de la chalne latérale des histidines de I'étiquette.

L'inconvénient majeur est qu'il existe des protéines contenant naturellement des séquences
répétées d'histidines dont il faut souvent se débarrasser par une autre étape. Certains autres acides
aminés sont également susceptibles de créer des liaisons de coordination avec le Ni** et peuvent
donc contribuer a contaminer I’échantillon.

Méthode : la solubilisation se déroule comme décrit précédemment (pour ces expériences,
pendant 1 heure avec du DDM a un ratio DDM/protéines totales de 0,5/1 (g/g)). Toutes les
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opérations s’effectuent en chambre froide ou dans la glace, en présence de 1 mM de PMSF et 1X
d’un cocktail sans EDTA d’inhibiteurs de protéases (Roche).

La fixation se déroule apres avoir équilibré la résine avec le tampon SB (10 mM Tris-HCl pH 7,5 ;
300 mM NaCl; 20% (p/v) glycérol; 5 mM MgCl,) supplémenté avec 1 mg/mL de DDM. Le ratio
résine/protéines cibles (Cdc50p-His;y) est de 1 mL de résine pour 3 mg de protéines. La fraction
solubilisée est alors mise en contact avec la résine toute la nuit a 4°C, sur une roue. Le lendemain, le
non-retenu est récupéré par centrifugation a 500 g,, pendant 3 minutes (eppendorf 5430 centrifuge,
rotor F35-6-30). La résine est alors lavée avec 4 volumes du tampon SB supplémenté de 0,2 mg/mL
de DDM. Pour I’élution, la résine est resuspendue dans 2 volumes de tampon SB supplémenté de 0,2
mg/mL de DDM et de 250 mM d’imidazole, centrifugée a 500 g et a 4°C pendant 3 minutes (rotor
F241.5P, Microfuge 22R). Cette opération est répétée une seconde fois. Finalement la résine est
resuspendue dans 2 volumes de tampon SB supplémenté de 0,2 mg/mL de DDM. Apreés avoir prélevé
un volume suffisant pour analyser les fractions, les éluats sont rassemblés et, pour diminuer la
concentration d’imidazole, le mélange est dilué 10 fois dans le tampon SSR (50 mM Mops-Tris pH 7,
100 mM KCIl, 5 mM MgCl, et 20% (v/v) glycérol) supplémenté de 0,2 mg/mL de DDM, avant
congélation dans I'azote liquide.

¢) Purification par chromatographie d’affinité sur résine Streptavidine

Cette purification résulte de I'interaction forte (Kd de 10" M) et spécifique entre la streptavidine
et la biotine. La streptavidine est couplée aux billes de sépharose, et interagit avec la biotine
présente sur le domaine accepteur de biotine greffé en C-terminal de Drs2p. La biotine (ou vitamine
H, Fig. 7) est synthétisée naturellement par de nombreux organismes, dont la levure S. cerevisiae ;
elle sert notamment de cofacteur a certains enzymes. Dans la levure, il existe au moins cing
protéines biotinylées: I'acétyl-coA carboxylase cytosolique ou mitochondriale (250 kDa ou 242 kDa),
|'urée amidolyase (202 kDa), la pyruvate carboxylase (2 isoformes, tous deux de 130 kDa) et le
complexe Acyl-ARN, Arclp (45 kDa). La fixation de la biotine sur ces protéines fait intervenir un
domaine accepteur de biotine (Bad), a la structure trés conservée (Fig. 7) : il forme une protéine
globulaire constituée uniquement de feuillets B et qui expose la séquence reconnue pour la fixation
covalente de la biotine. Le domaine accepteur de biotine utilisé ici en tant qu’étiquette provient de
I’oxaloacétate décarboxylase de Klebsiella pneumoniae (Pouny et al.,, 1998). Les protéines
recombinantes possédant ce domaine accepteur de biotine correctement replié et biotinylé se fixent
a la streptavidine. Du fait de la forte interaction streptavidine-biotine, la dissociation ultérieure est
difficile, et donc un site de clivage par une protéase (thrombine ou TEV) doit étre ajouté aux
constructions, entre la protéine d’intérét et I'étiquette, pour permettre I'élution de la protéine
d’intérét. Cette stratégie permet aussi de se débarrasser des protéines naturellement biotinylées qui,
elles, restent fixées a la résine.
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Figure 7. Structure de la biotine (A) et du domaine accepteur de biotine de la protéine BCCP (biotin carboxyl
carrier protein) d’E.coli (B).

Adapté de (Chapman-Smith and Cronan, 1999). Bio-K122 : Biotine liée a la Lysine 122 du domaine accepteur de
biotine du BCCP d’E.coli.

Cette technique a été utilisée de deux manieres différentes : soit comme deuxiéme étape, au
cours de la purification par affinité en tandem, soit comme seule et unique étape de purification par
affinité.

Méthode : Dans le cas d’une seule étape, les membranes sont diluées a 2 mg/mL pour la
solubilisation initiale. La solubilisation a lieu pendant 15 minutes et a 4°C sur la roue, dans le tampon
SSR (50 mM de Mops-Tris pH 7, 100 mM de KCl, 5 mM de MgCl, et 20% (v/v) de glycérol)
supplémenté avec 1 mM de PMSF et 1X du cocktail d’inhibiteurs de protéases SigmaFast, avec un
ratio DDM/protéines totales de 1:1 (g/g) (i.e. |égérement plus élevé que précédemment). Aprés avoir
équilibré la résine dans le tampon SSR supplémenté de 1 mg/mL de DDM, le solubilisat est mis en
contact avec la résine Streptavidine pendant 2 heures a 4°C avec un ratio résine/protéine cible
(Drs2p-Bad) de 1 mL/4 mg. Le non retenu est récupéré par centrifugation a 500 g pendant 3 minutes
et 3 4°C (eppendorf 5430, rotor F35-6-30). La résine est alors lavée a 4°C par 3 volumes de tampon
SSR supplémenté de 0,5 mg/mL de DDM, 1 mM de PMSF et, dans certains cas, 0,025 mg/mL de
POPS ; cette opération est renouvelée trois fois. Pour I’élution, la résine est resuspendue dans 1
volume de tampon SSR supplémenté de 0,5 mg/mL de DDM, 1 mM de PMSF et, dans certains cas,
0,025 mg/mL de POPS. On ajoute alors 0,1 mg/mL de la protéase TEV et le mélange est incubé
pendant la nuit a 4°C, sous agitation lente. On ajoute 1 volume de tampon SSR supplémenté de 0,5
mg/mL de DDM, 2 mM de PMSF, 1X du cocktail d’inhibiteurs de protéases (SigmaFast) et, dans
certains cas, 0,025 mg/mL de POPS. Le mélange est centrifugé a 500 g (eppendorf 5430, rotor F35-6-
30) pendant 3 minutes et a 4°C. La résine est resuspendue avec 2 volumes de tampon SSR
supplémenté de 0,5 mg/mL de DDM, 2 mM de PMSF, de 1X du cocktail d’inhibiteurs de protéases
SigmaFast et, dans certains cas, 0,025 mg/mL de POPS puis le mélange est centrifugé a 500 g
(eppendorf 5430, rotor F35-6-30) pendant 3 minutes a 4°C. Cette opération est renouvelée une autre
fois. Finalement, la résine est resuspendue dans 1 volume de tampon SSR supplémenté de 0,5
mg/mL de DDM, 2 mM de PMSF, de 1X du cocktail d’inhibiteurs de protéases SigmaFast et, dans
certains cas, 0,025 mg/mL de POPS. Les fractions sont congelées dans I'azote liquide, conservées a -
80°C et analysées par SDS-PAGE ainsi que par mesure du dérivé phosphorylé. Dans le cas de la
purification en présence de Cy,Eg, les tampons de lavage et d’élution contenaient 0,5 mg/mL de Cy,Eg
au lieu du DDM. Dans le cas de la purification du complexe inhibé par le fluorure de béryllium, 50 uM
de BeCl, et 1 mM de KF ont été ajoutés aux membranes C3 diluées a 2 mg/mL dans le tampon SSR,
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puis tout au long de la purification. De plus, dans ce cas également, les tampons de lavage et
d’élution contenaient 0,5 mg/mL de Cq,Eg.

d) Filtration sur gel en HPLC

L’éluat (150 pL) issu de la purification en une seule étape sur résine Streptavidine a été analysé
par filtration sur gel en HPLC. La colonne utilisée est une TSK-gel G3000SWy, et I'HPLC est controlée
par le System Gold de Beckman. Le tampon d’élution est un tampon contenant 20 mM TES-NaOH
pH 7, 100 mM KCl, 1 mM MgCl, et 0,5 mM CaCl,, supplémenté de 0,5 mg/mL de DDM et, dans
certains cas, de 0,025 mg/mL de POPS. Les marqueurs (200 pL) sont injectés a 1 mg/mL (Biorad
Calibration markers, Gel filtration Standard). Pour controle, du réticulum sarcoplasmique a 0,5
mg/mL est solubilisé pendant 5 minutes avec un ratio 10/1 (g/g) de DDM/protéines totales, puis
centrifugé pendant 6 minutes a 100000 g,, (rotor TLA100, centrifugeuse TL100) ; le surnageant est
ensuite injecté. Des fractions de 250 pL sont collectées, congelées dans I'azote liquide, conservées a
-80°C et analysées par SDS-PAGE.
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111.1 Expression dans la levure du complexe Drs2p/Cdc50p et premiers essais de

caractérisation fonctionnelle

[11.1.1 Introduction

L’objectif a long terme de ce travail étant de caractériser le transport de lipides catalysé par une
ATPase P4 de levure, la protéine Drs2p, il a été nécessaire de mettre au point un systéme permettant
la sur-expression de Drs2p. Par ailleurs, de précédentes études avaient montré I'importance de la
protéine partenaire de Drs2p, Cdc50p, pour |'adressage et la fonction de Drs2p. C'est donc un
systeme permettant la co-expression de Drs2p et de Cdc50p que nous avons décidé de mettre au
point.

Des constructions de DRS2 et CDC50 avec différentes étiquettes en position 5" ou 3’ ont été
d’abord créées, afin de choisir 'une de ces constructions pour réaliser le vecteur de co-expression. La
sélection de la construction adéquate a été réalisée apres avoir analysé le niveau d’expression de
Drs2p ou Cdc50p en milieu minimum, et sa capacité a restaurer la croissance a froid de levures
délétées pour DRS2 ou CDC50. En effet, la délétion des génes de la levure DRS2 ou CDC50 empéche
la croissance des levures a 20°C et aux températures plus basses, et ceci est une particularité
associée a la délétion des ATPases P4 et des protéines CDC50 localisées dans le trans-Golgi puisque la
délétion des ATPases Dnflp et Dnf2p localisées dans la membrane plasmique n’empéche pas la
croissance des levures aux basses températures (Chen et al., 1999; Saito et al., 2004). Ce test n’est
pas trés spécifique puisque la délétion de nombreuses protéines entraine ce phénotype (Abe, 2007)
et qu’on ne comprend pas encore a ce jour comment une « flippase » peut étre impliquée dans un
défaut de croissance a froid, mais il nous permet de cribler facilement et rapidement les différentes
constructions réalisées.

Par ailleurs, une stratégie consistant a créer un vecteur de co-expression (plutdét que de
transformer les levures avec deux vecteurs de simple expression) a été choisie, afin de mieux
controler le nombre de copies de chacun des deux génes dans la levure, et de faire en sorte que ces
copies soient en nombre équivalent puisque ces deux protéines doivent fonctionner en complexe. Un

D560N

vecteur de co-expression contenant CDC50 et DRS2 (qui est un mutant inactif de DRS2) a

également été créé, afin d’avoir un contréle négatif pour les expériences fonctionnelles ultérieures.

Les protocoles d’expression et de préparation des membranes utilisés ici ont été basés sur ceux
déja établis au laboratoire (Cardi et al., 2010; Jidenko et al., 2006). La qualité des membranes
obtenues nous a permis de réaliser une premiére étude du cycle catalytique de Drs2p, en mesurant
le dérivé phosphorylé formé a partir de ’ATP dans différentes conditions. Les données obtenues ont
été publiées (Annexe 4) (Jacquot et al.,, 2012), et seront comparées dans la discussion a celles
obtenues pour d’autres ATPase de type P.

59



[11.1.2 Expression du complexe Drs2p/Cdc50p dans la levure S. cerevisiae

a) Sélection en milieu minimum de constructions portant les genes DRS2 et CDC50 et possédant une
étiquette clivable par la thrombine, et création du vecteur de co-expression

Ce travail avait déja été réalisé avant mon arrivée au laboratoire. Afin de créer le vecteur de co-
expression, la stratégie a été de créer, tout d’abord, des vecteurs de simple expression avec les
différentes constructions de DRS2 ou CDC50 présentées dans la Figure 2 du Chapitre « Matériel et
Méthodes ». Pour choisir I'une des constructions de DRS2 et I'une des constructions de CDC50, nous
avons d’abord évalué la capacité a s’exprimer et la fonctionnalité des différentes constructions de
DRS2 et de CDC50 clonées dans les vecteurs de simple expression. Pour cela, un test de croissance
des levures a basse température en milieu minimum (voir « Matériel et Méthodes », Chapitre 11.3.j)
et une préparation de membranes totales aprés croissance en milieu minimum (voir « Matériel et
Méthodes », Chapitre Il.4.c) ont été réalisés. Dans les deux cas, le milieu de croissance des levures
contenait du galactose, puisque I'expression des différentes constructions est inductible par le
galactose. Les résultats concernant DRS2 sont présentés dans la Figure 1 et ceux concernant CDC50
dans la Figure 2.

Comme le montre la Figure 1, la souche sauvage DRS2 transformée par le vecteur pYeDP60 vide
(témoin positif) pousse parfaitement bien a 20°C comme a 28°C, alors que la souche Adrs2
transformée par le vecteur vide (témoin négatif) ne pousse pas a basse température. La croissance
de la souche Adrs2, transformée par les différentes constructions de DRS2 obtenues, a ensuite été
testée. La position de I'étiquette Bad n’a pas d’influence sur Drs2p puisque, dans tous les cas, on a
restauration de la croissance a basse température de la souche Adrs2 (Fig. 1A) : que I’étiquette soit
positionnée en N- ou C-terminal, on retrouve le méme profil que pour la souche sauvage (DRS2). En

P3EON " mutant inactif de DRS2, il n’y a pas de restauration de la croissance a basse

revanche, pour DRS2
température. Ceci suggére que l'activité de Drs2p est importante pour la croissance a basse
température des levures délétées. Cependant, comme il a été montré que la mutation D560N de
Drs2p altére fortement l'interaction de Drs2p avec Cdc50p (Lenoir et al.,, 2009), et que cette
interaction est nécessaire pour I'export du complexe Drs2p/Cdc50p du RE vers le trans-Golgi (Saito et
al.,, 2004), le défaut de restauration de la croissance des levures aux basses températures pourrait
étre d0i a un défaut d’adressage dans les membranes du trans-Golgi.

Ce premier test suggere déja que les différentes constructions de DRS2 ou DRS2”*°°" s’expriment
dans la levure pendant la croissance en milieu minimum. Cette expression, quelle que soit |a position
de I'étiquette, sur les protéines Drs2p ou Drs2p”**™ biotinylées, a été confirmée par western-blot
grace a l'utilisation d’une sonde qui reconnait spécifiguement les protéines biotinylées, la sonde
avidine (Fig. 1B). En effet, on observe bien dans tous les cas I'apparition d’'une bande a la masse
moléculaire attendue lorsqu’on analyse le contenu des fractions membranaires préparées a partir de
levures transformées par une des constructions de DRS2. La masse moléculaire apparente de la
protéine correspondante est en adéquation avec celle attendue pour Drs2p-Bad, qui est de 163 kDa
(Drs2p : ~154 kDa et Bad : ~9 kDa). En revanche, ce polypeptide n’apparait pas lorsqu’on analyse les
membranes préparées a partir de levures transformées par le vecteur vide. Les autres bandes
révélées par la sonde avidine correspondent aux protéines naturellement biotinylées dans la levure
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dont I'acétyl-CoA carboxylase 1 (Acclp, ~250 kDa), la pyruvate carboxylase (isoformes 1 et 2,
Pyc1/2p, ~130 kDa) et le complexe Acyl-ARN (Arclp, ~42 kDa).
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Figure 1. Test en milieu minimum de la restauration de la croissance des levures Adrs2 a basse température
(A) et de ’expression de Drs2p (B).

Les souches de levures sauvage (DRS2) ou délétée pour DRS2 (Adrs2) ont été transformées par différents
vecteurs ; pour contréle, elles ont aussi été transformées par le vecteur vide. Dans ces vecteurs, le gene DRS2

D560N et san , ,
, ont été étiquetés avec une séquence codant

sauvage et le géne muté sur son aspartate catalytique, DRS2
Bad en position 3’ ou 5’ (DRS2-Bad ou Bad-DRS2). A. Plusieurs dilutions de cultures de levures ont été déposées
sur un milieu contenant 2% de galactose et 2% de fructose pour une croissance a 28°C (a gauche) ou a la
température restrictive de 20°C (a droite), pendant 3 a 5 jours. B. Les membranes totales préparées a partir de 5
mlL de culture en milieu minimum (DOgpp,m ~2) ont été reprises dans 100 uL de tampon de dépét, et 0,2 ul de ce
mélange a été déposé sur SDS-PAGE. La détection de Drs2p-Bad, de DrsZpD56DN—Bad, de Bad-Drs2p, ou de Bad-
DrsZstsoN, a été effectuée a I'aide d’une sonde avidine. Acclp (acétyl-CoA carboxylase, ~250 kDa), Pyc1/2p
(pyruvate carboxylase, isoformes 1 et 2, ~130 kDa) et Arc1p (complexe Acyl-ARN, ~42 kDa) sont des protéines de

la levure naturellement biotinylées.
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Des expériences comparables pour différentes constructions de CDC50 sont montrées sur la
Figure 2. La souche sauvage CDC50 transformée par le vecteur pYeDP60 vide (témoin positif) pousse
parfaitement a 28°C et a 20°C alors que la souche Acdc50 transformée par le vecteur vide (témoin
négatif) montre le phénotype de sensibilité aux basses températures attendu. La souche Acdc50
transformée par les différentes constructions de CDC50 a ensuite été testée: la position de
I’étiquette Bad ou la nature de I'étiquette (Bad ou His,og) n’a, de nouveau, pas d’influence sur la
restauration, dans tous les cas, de la croissance a basse température de la souche Acdc50 (Fig. 2).

28°C

20°C
[ Vecteur vide i

CDC50

Vecteur vide

pCDC50-Bad

cdch50

A pBad-cDC50

pCDC50-His,,

Figure 2. Test de restauration de la croissance des levures Acdc50 a basse température.
Les souches de levures sauvage (CDC50) ou délétée pour CDC50 (Acdc50) ont été transformées par différents

vecteurs. Pour contréle, elles ont été transformées par le vecteur vide. Le gene CDC50 a été étiqueté avec une
séquence codant 10 histidines (His;p) en position 3’ ou avec une séquence codant Bad en position 3’ ou 5’
(CDC50-Bad ou Bad-CDC50). Plusieurs dilutions de cultures de levures ont été déposées sur un milieu contenant
2% de galactose et 2% de fructose pour une croissance a 28°C (a gauche) ou a la température restrictive de 20°C
(a droite), pendant 3-5 jours.

Nous avons décidé de sélectionner les constructions avec, pour Drs2p et Cdc50p, les étiquettes
Bad et His;y en C-terminal (voir discussion). Apres cette sélection, le vecteur de co-expression a été
créé (Fig. 3A).

La Figure 3A signale, sur les vecteurs de simple expression, la position d’un site unique de
restriction pour Sbfl. Nous avions en effet besoin d’un site unique de restriction afin de pouvoir
insérer la cassette pro GAL10/CYC1-CDC50-His,s-ter PGK dans le vecteur pYeDP60_DRS2-Bad. Cette
cassette a été amplifiée a partir de pYeDP60_ CDC50-His,o en ajoutant, a chaque extrémité, le site de
restriction Sbfl. Le produit de la PCR résultant a été inséré dans pYeDP60_DRS2-Bad par ligation.
Cette insertion est bidirectionnelle puisque nous avons utilisé une seule enzyme de restriction. Le
sens de l'insertion doit donc étre contrdlé. Pour cela, nous avons utilisé une enzyme de restriction
qui permet de différencier le sens de I'insertion de la cassette dans le vecteur pYeDP60_DRS2-Bad.

Sur la Figure 3B, on peut voir que DRS2 et CDC50 clonés dans le vecteur de co-expression
restaurent la croissance des souches Adrs2 ou Acdc50. Notons toutefois qu’il aurait été plus adéquat,
pour tester la capacité de notre vecteur de co-expression a restaurer la croissance a basse
température, d’utiliser la souche délétée pour DRS2 et pour CDC50 (Adrs2Acdc50). La Figure 3C
confirme bien I'expression, en milieu minimum, de Drs2p-Bad et de Cdc50p-His,q. Pour cette
deuxieme protéine, la sonde histidine révele cependant deux bandes principales au lieu d’une : on
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verra plus tard que ces diverses bandes correspondent a des formes plus ou moins glycosylées de
Cdc50p-Hisag.
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Figure 3. Carte des vecteurs de simple expression pYeDP60_DRS2-Bad et pYeDP60_CDC50-His,,, et du vecteur
de co-expression pYeDP60_DRS2-Bad/CDC50-Hisy, (A), test de restauration de la croissance des levures Adrs2
et Acdc50 a basse température (B), et analyse de I’expression de Drs2p et de Cdc50p en milieu minimum (C).

A. Le plasmide pYeDP60_DRS2-Bad contient le gene DRS2, étiqueté avec un domaine accepteur de biotine (Bad)

du cété 3’ et sous le contréle d’un promoteur hybride fort GAL10/CYC1, inductible par le galactose (pro
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GAL10/CYC1). La séquence terminatrice est celle de la phosphoglycérate kinase (ter PGK). ADE2: marqueur de
sélection pour I'adénine, Ori: origine de réplication bactérienne, Amp": géne de résistance & I'ampicilline, 2u:
origine de réplication de levure, URA3: marqueur de sélection pour I'uracile; Sbfl indique la position des sites de
coupure pour cet enzyme de restriction. Le plasmide pYeDP60_CDC50-His;, porte les génes décrits
précédemment, sauf DRS2 qui est remplacé par CDC50. Ce dernier porte une étiquette de 10 histidines du cété
3’. Le plasmide pYeDP60_DRS2-Bad/CDC50-His,,, quant & lui, porte les deux génes DRS2 et CDC50 sous le
contréle du promoteur GAL10/CYC1 et du terminateur de la PGK en plus des génes déja décrits. B. Les souches
de levures sauvages (DRS2 ou CDC50), ou délétées pour DRS2 (Adrs2) ou pour CDC50 (Acdc50), ont été
transformées par différents vecteurs. Le géne DRS2 sauvage et le gene muté sur son aspartate catalytique,
DRS2"N ont été étiquetés avec une séquence codant Bad en position 3’. Le géne CDC50 a été étiqueté avec 10
histidines (His;o) en position 3’. Plusieurs dilutions de cultures de levures ont été déposées sur un milieu
contenant 2% de galactose et 2% de fructose pour une croissance a 28°C (a gauche) ou a la température
restrictive de 20°C (a droite), pendant 3-5 jours. C. Les membranes totales issues de la récolte de 5 mL de culture
en milieu minimum (DOggp,m ~2) Ont été reprises dans 100 ulL de tampon de dépét et 0,2 uL de ce mélange a été
déposé sur SDS-PAGE. La détection de Drs2p-Bad ou DrsZstsON
alors que la détection de Cdc50p-His,, a été faite a I'aide d’une sonde histidine. Acclp : acétyl-CoA carboxylase ;

-Bad a été effectuée a I'aide d’une sonde avidine

Pyc1/2p : pyruvate carboxylase, isoformes 1 et 2.

b) Croissance en milieu riche et co-expression des protéines Drs2p-Bad et Cdc50p-Hisqg
e Mise au point

Apres avoir créé le vecteur de co-expression, |'étape suivante a consisté a tester cette co-
expression apres croissance des levures a haute densité cellulaire, requise pour obtenir des quantités
suffisantes des protéines Drs2p et Cdc50p pour les tests fonctionnels ultérieurs. Pour ce faire, nous
nous sommes basés sur le protocole déja mis au point au laboratoire pour I'expression de Sercala-
Bad (Cardi et al., 2010; Jidenko et al., 2006). Apres 2 précultures en milieu minimum (de -75h a -49h
et de -49h a -36h, Fig. 4), les levures ont été diluées en milieu riche pour poursuivre leur croissance.
La présence du gene ADE2 sur le vecteur pYeDP60 permet de garder une pression de sélection car les
milieux, méme riches, deviennent rapidement carencés en adénine. Aprés 36 heures de croissance
en milieu riche, alors que les levures ont quasiment atteint la phase stationnaire, 'expression de
Drs2p et Cdc50p, a la température de 18°C, est déclenchée par une premiére addition de galactose,
puis par une seconde addition, 13 heures aprés la premiere, pour 5 heures de plus. La masse de
levures obtenue aprés croissance et induction est d’environ 35 g/L de culture, et I"absorbance a 600
nm atteint une valeur d’environ 10-15 (Fig. 4). Ces valeurs sont similaires a celles obtenues pour
I’expression de Sercala-Bad (Jidenko et al., 2006).
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Figure 4. Courbe de croissance des levures W303.1b/GAL4 transformées par le vecteur pYeDP60_DRS2-
Bad/CDC50-His,,.

Les levures W303.1b/GAL4 transformées par pYeDP60_DRS2-Bad/CDC50-His;, ont été mises en culture, et la
densité optique (DO) a été mesurée a 600 nm a différents moments de cette culture. Les précultures 1 (-75 a -49
heures) et 2 (-49 a —36 heures) en milieu minimum ont été représentées ainsi que la culture en milieu riche (-36
a +18 heures). Les additions de galactose, induisant la co-expression, ont également été représentées. Les
températures indiquent la température a laquelle sont placées les cultures.

Aprés récolte des levures, ces derniéres ont été broyées a I'aide d’une pulvérisette et différentes
fractions membranaires ont été collectées par centrifugation différentielle (Fig. 5).

Broyat Total
700 g,,
/ 20 min
C1 v
S1
12000 g,,

Membranes / Atk
c2 v

« lourdes »
S2

125000 g,,,
(/ 1H
S3 v

C3
Membranes
« légeéres »

Figure 5. Schéma du protocole de fractionnement membranaire.

Aprés leur récolte, les levures W303.1b/GAL4 contenant Drs2p et Cdc50p ont été broyées par une
« pulvérisette » et le broyat total a été soumis a des centrifugations successives. La fraction membranaire C1,
issue de la centrifugation a 700 g,, pendant 20 minutes, contient les cellules non cassées, les noyaux et les gros
débris de membrane. La fraction membranaire C2, issue de la centrifugation du surnageant S1 a 12000 g,
pendant 20 minutes, contient les membranes dites « lourdes », et la fraction membranaire C3, issue de la
centrifugation du surnageant S2 a 125000 g,, pendant 1 heure, contient les membranes dites « légeéres ».
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Aprés détermination de la concentration en protéines des différentes fractions collectées et
dépot de quantités égales de protéines totales sur les différents puits d’un gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes, on peut analyser la quantité de Drs2p-Bad et de Cdc50p-His;; contenue
dans chaque fraction. La Figure 6 indique que Drs2p et Cdc50p sont enrichies dans les fractions
membranaires C2 et C3, membranes dites « lourdes » et « légéres », respectivement. On notera de
nouveau, comme dans le cas de I'expression en milieu minimum, la présence de plusieurs bandes
correspondant a Cdc50p-Hisyg (reflétant probablement différents niveaux de glycosylation (Fig. 6, gel
du bas)), et aussi la proportion de Cdc50p glycosylée plus forte dans la fraction C3 que dans la
fraction C2.

kDa BT S1 C1 S2 (C2 S3 (3
SondeAvidinezzg_ W— N | - -::4— Drs2p-Bad
\Pycl/Zp
Sonde Histidine | | 4 -— o | CAC50p-His,g +/-
50— - — p— glycosylée
’_—-“

Figure 6. Analyse par western-blot des différents échantillons issus des fractions membranaires préparées
par centrifugation différentielle a partir des levures contenant Drs2p-Bad et Cdc50p-His,.

1 ug de chaque fraction a été déposé sur SDS-PAGE. BT : Broyat Total. S1 et C1 : surnageant et culot issus de la
centrifugation a 700 g,, du Broyat Total. S2 et C2 : surnageant et culot issus de la centrifugation a 12000 g, du
S1. S3 et C3 : surnageant et culot issus de la centrifugation & 125000 g, du S2. Pyc1/2p : pyruvate carboxylase,
isoformes 1 et 2, ~130 kDa. La détection de Drs2p-Bad a été effectuée a I'aide d’une sonde avidine alors que la
détection de Cdc50p-Hisq, a été faite a I'aide d’une sonde histidine.

Sachant maintenant que Drs2p et Cdc50p sont retrouvées principalement dans les fractions
membranaires C2 et C3, nous avons cherché a définir plus finement la cinétique d’expression de ces
deux protéines. Dans cette optique, des aliquots de culture ont été prélevés pendant la phase
d’expression (de 0 a 18 heures, Fig. 7A) et un fractionnement membranaire par centrifugation
différentielle (Fig. 5) a été réalisé comme précédemment. Les concentrations en protéines totales
contenues dans les différentes fractions collectées ont été déterminées. Comme le montre la Figure
7A, la masse de levures et la concentration en protéines totales dans les différentes fractions
collectées (dont C2 et C3) augmente peu au cours de la phase d’expression. Les fractions C2 et C3 ont
également été analysées pour leur contenu en Drs2p et Cdc50p (Fig. 7B). Au contraire de la
concentration en protéines totales, I'enrichissement en Drs2p-Bad augmente significativement dans
les fractions C2 et C3, jusqu’a atteindre un maximum aprés 17-18 heures d’induction et
parallélement, I’enrichissement des protéines Pyc1/2p et Arclp (protéines naturellement biotinylées
de la levure) diminue (pour des raisons que nous ignorons). Cette diminution nous est favorable dans
la perspective de la purification de Drs2p-Bad par chromatographie d’affinité sur résine
streptavidine, puisqu’elle diminue la proportion des protéines biotinylées par la levure qui pourraient
alors interférer avec la fixation de Drs2p-Bad a la résine streptavidine. L’analyse de I'expression de
Cdc50p confirme que la proportion de Cdc50p glycosylée est plus grande dans les C3 que dans les C2
et indique de plus que la quantité de la forme glycosylée de Cdc50p augmente significativement dans
les fractions C2 et C3, jusqu’a atteindre un maximum aprés 17-18 heures d’induction dans les C3,
alors qu’elle diminue aprés 10 heures d’induction dans les C2.
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Figure 7. Cinétique d’expression de Drs2p et de Cdc50p lors d’une croissance en milieu riche.
A. Evolution de la masse des levures et de la concentration en protéines totales de différentes fractions

obtenues par centrifugation différentielle. Des aliquots de 40 mL de culture sont prélevés a différents temps puis
centrifugés a 4000 g,, pendant 3 minutes et a 4°C (rotor F35-6-30, Eppendorf 5430) puis lavés par de I'eau
distillée. Les culots sont pesés (mg,.;, ®) et resuspendus dans du tampon TEKS (50 mM Tris-HCIl pH 7,5; 1 mM
EDTA; 0,6 M Sorbitol et 0,1 M KCl), centrifugés a nouveau, congelés dans I'azote liquide et conservés a -80°C.
Plus tard, les culots sont décongelés rapidement et resuspendus dans 2 volumes équivalent au m,,; de tampon
TES (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA; 0,6 M Sorbitol) supplémenté de 1 mM de PMSF. Des billes de verre de
0,5 mm de diameétre sont ajoutées et les cellules sont broyées en vortexant pendant 8 minutes dans la chambre
froide. Le broyat est récupéré et les billes sont lavées, trois fois, par 1 volume équivalent au m,,; de tampon TES
supplémenté de 1 mM de PMSF ; on obtient le Broyat Total (BT, o). Le Broyat Total est centrifugé a 700 g, et
4°C pendant 20 minutes (rotor JA12, centrifugeuse J20XP) ; on obtient les fractions S1 (m) et C1 (non montré). Le
surnageant S1 est centrifugé a 12000 g,, et a 4°C pendant 20 minutes (rotor JA20, centrifugeuse J20XP); on
obtient les fractions S2 (o) et C2 (V). Le surnageant S2 est centrifugé a 125000 g,, et 10°C pendant 45 minutes
(rotor Ti50, centrifugeuse L8-M); on obtient les fractions S3 (¢) et C3 (V). Le C3 a été resuspendu dans 0,2
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volume équivalent au m.,,; de tampon HS (20 mM HEPES-Tris pH 7,5, 0,3 M Sucrose et 0,1 M CaCl,). Les
différentes fractions ont été analysées par dosage des protéines totales par la méthode du BCA. B. Analyse, par
western-blot, du contenu des fractions C2 et C3 en Drs2p-Bad et Cdc50p-Hisqo. 0,2 ug de protéines totales a été
déposé sur SDS-PAGE. Pyc1/2p : pyruvate carboxylase ; Arclp : protéine du complexe Acyl-ARN. La détection de
Drs2p-Bad a été effectuée a I'aide d’une sonde avidine alors que la détection de Cdc50p-His;, a été faite a I'aide
d’une sonde histidine.

e Analyse de I'expression de Drs2p-Bad et de Cdc50p-His;, en milieu riche

Nous avons d’abord voulu vérifier ’hypothése selon laquelle les différentes bandes détectées
pour Cdc50p-His,, représentent effectivement différents niveaux de N-glycosylation, en incubant les
membranes C3 contenant Drs2p et Cdc50p avec deux endoglycosidases, I'endoglycosidase H (EndoH)
et la peptide : N-glycosidase F (PNGase F). L'EndoH clive les oligosaccharides enrichis en mannose
entre deux N-acétyl-glucosamines, dont I'une est liée a I'asparagine porteuse de la glycosylation. La
PNGase F, quant a elle, coupe entre I'asparagine et la premiére N-acétyl-glucosamine. La Figure 8
montre que l'incubation des membranes C3 contenant Drs2p et Cdc50p avec la PNGase F et I'EndoH
conduit a la disparition des bandes correspondant a Cdc50p de plus haut poids moléculaire, au profit
de bandes de poids moléculaire plus faibles. Ces résultats confirment donc que la protéine Cdc50p
est N-glycosylée, que la bande de poids moléculaire le plus faible correspond a la protéine non
glycosylée et que les bandes de poids moléculaires plus élevés correspondent a différents niveaux de
glycosylation de Cdc50p (4 sites potentiels de glycosylation, cf. introduction). Le fait que, aprés
coupure avec 'EndoH sans prétraitement a 100°C, méme les polypeptides les plus rapides migrent un
peu moins vite que le polypeptide le plus rapide du contrOle, est probablement di au fait que
I’EndoH laisse un résidu N-acétyl-glucosamine accroché a l'asparagine de la protéine. Dans ces
expériences avec I'Endo H sans prétraitement a 100°C, la protéine Cdc50p initialement non
glycosylée a pu étre été dégradée par les protéases de la levure. On peut également suspecter que
les protéases impliquées ici sont de nature vacuolaire, pas seulement en raison du fait que le
marqueur vacuolaire Vam3p est détecté dans les membranes C3 (voir Fig. 10), mais aussi en raison
de la dégradation apparemment plus forte lorsque I'on utilise I'EndoH que lorsque I'on utilise la
PNGase F. En effet, la déglycosylation par la PNGase F se fait a pH neutre, alors que la déglycosylation
par 'EndoH se fait a pH 5,5, un pH plus proche du pH acide des vacuoles (pH 5) et donc plus
favorable a I'activité des protéases vacuolaires.
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Figure 8. Tests de déglycosylation de Cdc50p-His;, par I'EndoH et la PNGase F.

Les membranes C3 contenant soit Drs2p soit Drs2p et Cdc50p ont été diluées a 10 mg/mL dans le tampon HS
(20 mM HEPES-Tris pH 7,5; 0,3 M Sucrose ; 0,1 M CaCl,). 5 uL de cette dilution ont été mélangés volume a
volume avec le tampon de dénaturation des protéines (40 mM DTT et 0,5 % SDS) (dans un volume final de 10
ul). Dans certains cas, les échantillons ont été chauffés a 100°C pendant 10 minutes avant d’ajouter la
glycosidase. Puis, pour un volume total de 20 ulL, la glycosidase et son tampon ont été ajoutés : tampon G5 (50
mM citrate de sodium & pH 5,5) pour I'Endoglycosidase H (5 U/ug de protéines totales) ou tampon G7 (50 mM
de phosphate de sodium a pH 7,5) supplémenté de 1 % de NP-40 (v/v) pour la PNGase F (5 U/ug de protéines
totales). Les échantillons ont alors été incubés 1 heure a 37°C puis 0,5 ug de protéines totales a été déposé sur
SDS-PAGE. EndoH : Endoglycosidase H. PNGase F : peptide : N-glycosidase F. La détection de Cdc50p-His;, a été
réalisée a I'aide d’une sonde histidine.

A ce stade du travail, nous avons essayé d’estimer le niveau d’expression de Drs2p-Bad dans les
membranes C3 contenant Drs2p et Cdc50p, en comparant son expression a celle de Sercala-Bad. En
effet, grace a un anticorps dirigé contre Sercala, dirigé vers le domaine A de I’ATPase, il est possible
d’estimer la quantité de Sercala-Bad exprimée dans les membranes de levures (Jidenko et al., 2006),
par comparaison avec une gamme de Sercala native, présente dans les membranes de réticulum
sarcoplasmique préparées au laboratoire (Fig. 9). Le panneau A de la Figure 9 indique que pour une
méme quantité de protéines totales, I'intensité des bandes correspondant a Sercala-Bad et a
Sercala native est du méme ordre, suggérant que Sercala-Bad est enrichie a environs 1,5 % dans les
membranes C3. Si maintenant on utilise la sonde avidine pour comparer les levures exprimant Drs2p-
Bad ou Sercala-Bad, on voit sur le panneau B de cette méme Figure que Drs2p-Bad semble étre,
qguant a elle, environ 2 fois plus enrichie dans les membranes C3 que Sercala-Bad. Ainsi, Drs2p-Bad
représenterait environ 3% des protéines totales de la fraction membranaire C3.
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Figure 9. Estimation du niveau d’expression de Drs2p-Bad dans les membranes C3.

A. Quantification de I’expression de Sercala-Bad dans les membranes C3, par comparaison avec des
membranes du réticulum sarcoplasmique. Des membranes de réticulum sarcoplasmique ont été ajoutées a des
membranes contrdles de levure n’exprimant ni Sercala ni Drs2p/Cdc50p, de facon a ce que I’ATPase Sercala
native ne représente que 1,5 % des protéines totales. Sercala dans les deux échantillons a été détectée a I'aide
d’un anticorps dirigé contre le domaine A de Sercala (A79). B. Comparaison de I’expression de Sercala-Bad et
de Drs2p-Bad dans les membranes C3 exprimant 'une ou l'autre de ces protéines. Acclp : acétyl-CoA
carboxylase ; Pyc1/2p : pyruvate carboxylase. Les protéines biotinylées ont été détectées a I'aide d’une sonde
avidine.

Les Figures 6 et 7 indiquent que ce sont les membranes C3 qui contiennent la plus forte
proportion de Cdc50p glycosylée. Cette observation nous a conduit a penser que la protéine Cdc50p
contenue dans les membranes C3 avait atteint des compartiments plus tardifs dans la voie
sécrétoire, compartiments au sein desquels les glycosylations avaient été plus completes. Pour
vérifier cette hypothése, nous avons analysé les fractions membranaires C2 et C3 pour leur contenu
en protéines Tlg2p et Dpm1p, qui sont respectivement des marqueurs des membranes du trans-Golgi
et du réticulum endoplasmique. Sur la Figure 10, ol on analyse avec différents anticorps le contenu
des fractions membranaires C2 et C3 obtenues aprés co-expression de Drs2p-Bad avec Cdc50p-His,,
on trouve des quantités de Drs2p-Bad voisines dans les membranes C3 et C2, et surtout une
proportion plus importante de Cdc50p-Hisy, et glycosylée dans les membranes C3 que dans les
membranes C2, comme observé précédemment (Fig. 6 et 7). Si on analyse maintenant le contenu en
protéine Tlg2p de ces fractions membranaires C2 et C3, alors on observe que ce marqueur du trans-
Golgi est enrichi dans la fraction membranaire C3, ce qui indique que les membranes de trans-Golgi
sédimentent majoritairement dans ces membranes C3. Ceci est compatible avec I'observation d’'une
glycosylation plus compléte de la protéine Cdc50p contenue dans les membranes C3 que dans les
membranes C2. Le marqueur du réticulum endoplasmique, Dpm1p, est présent de facon équivalente
dans les deux fractions membranaires.

Dans 'optique de posséder un controle négatif pour nos tests fonctionnels ultérieurs, nous avons
aussi analysé le contenu des fractions membranaires C2 et C3 obtenues aprés co-expression avec
Cdc50p-Hisy, d’un mutant inactif de Drs2p, Drs2p”°°*"-Bad. Il est intéressant de noter que dans ce cas
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la, Cdc50p-Hisiq est majoritairement exprimée sous forme non glycosylée dans les deux fractions
membranaires, méme si la forme glycosylée semble |égeérement plus abondante dans la fraction
membranaire C3.

Indépendamment, nous avons aussi analysé les fractions membranaires C2 et C3 pour leur
contenu en marqueurs de la vacuole (Vam3p) et de la membrane plasmique (Pmalp). Ces deux
marqueurs sédimentent majoritairement dans les membranes C3 lorsqu’il y a sur-expression des
protéines Drs2p et Cdc50p (Fig. 10), mais, de facon inattendue, pas en I'absence de sur-expression de
ces dernieres. Ceci semble indiquer que la sur-expression de Drs2p et Cdc50p altére le trafic vers les
membranes vacuolaires et plasmiques, puisque ces marqueurs ne sédimentent plus majoritairement
dans les membranes dites « lourdes » (C2) mais plutét dans les membranes dites « légéres » (C3).
Notons que I'enrichissement en membranes dérivées du trans-Golgi dans la fraction membranaire C3
est également observé dans le cas de membranes contréles (Fig. 10, « vecteur vide »).
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Figure 10. Analyse du contenu des fractions membranaires C2 et C3 a I'aide de marqueurs de différents
compartiments membranaires.

Les fractions membranaires C2 et C3 ont été préparées aprés co-expression de Drs2p ou DrsZpoN

avec Cdc50p
en milieu riche. Pour contréle, des membranes préparées a partir d’une culture de levures transformées par un
vecteur vide ont été incluses. Pour la détection de Drs2p-Bad et Cdc50p-His;y avec les sondes avidine ou
histidine, 0,4 ug de protéines totales a été déposé sur SDS-PAGE. Pour la détection de Tlg2p avec I'anticorps
polyclonal a-Tlg2p, de Pmalp avec I'anticorps monoclonal a-Pmalp et de Vam3p avec I'anticorps polyclonal a-
Vam3p, 5 ug de protéines totales ont été déposés sur SDS-PAGE. Pour la détection de Dpm1p avec I'anticorps

monoclonal a-Dpm1p, 20 ug de protéines totales ont été déposés sur SDS-PAGE.
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¢) Discussion

Nous avons construit un vecteur de co-expression possédant les génes DRS2 et CDC50 et
permettant leur expression co-ordonnée a haute densité cellulaire. En effet, la plupart des stratégies
de co-expression sont basées sur la co-transformation des cellules avec des vecteurs multi-copies
portant chacun un seul des génes a co-exprimer. Dans ces conditions, il est impossible de contréler le
nombre de copies de chaque vecteur dans chaque cellule, ce qui peut conduire a de fortes variations
du niveau d’expression des deux génes d’une cellule a I'autre. De plus, des vecteurs commerciaux
permettant la co-expression de plusieurs génes (par exemple les vecteurs pESC) existent, mais ils ne
permettent pas la croissance des levures a haute densité cellulaire.

Plusieurs constructions des génes codant DRS2 et CDC50 ont été réalisées dans le but de tester
I'effet de différentes étiquettes et de leur positionnement sur le niveau d’expression et la fonction de
ces deux protéines. Toutes ces constructions permettent I'expression de Drs2p et Cdc50p a des
niveaux comparables, mais aussi la restauration de la croissance a basse température des levures
Adrs2 et Acdc50. Etant donné que l'extrémité N-terminale de Drs2p pourrait perturber les
mouvements du domaine A impliqué dans la déphosphorylation, comme pour les autres ATPases de
type P (Clausen et al., 2004; Toyoshima et al., 2000), la construction portant le géne DRS2 avec une
étiquette Bad en 3’ (en C-terminal de la protéine) a été choisie. Pour ce qui est de Cdc50p, la position
N- ou C-terminale ne semble pas non plus influencer la fonctionnalité de la protéine. Des travaux
antérieurs avaient déja montré que la fusion d’'une étiquette GFP en C-terminal de Cdc50p était sans
effet sur sa localisation (Saito et al., 2004), et nous avons donc choisi aussi pour Cdc50p de placer
I’étiquette en C-terminal. Comme nous avions initialement le projet de réaliser une purification par
affinité en tandem du complexe éventuel entre Drs2p et Cdc50p, c’est une étiquette de 10 histidines
qui a été choisie pour Cdc50p.

Notre stratégie nous a permis d’obtenir de grandes quantités des protéines Drs2p-Bad et
Cdc50p-Hisyq. En effet, a partir de 1 litre de culture, 200-250 mg de protéines totales sont obtenues
dont environ 3% correspondent a Drs2p-Bad (soit ~10 mg). Ceci représente environ le double du
niveau d’expression obtenu au laboratoire pour Sercala-Hisg (Lenoir et al., 2002) et le triple du
niveau d’expression obtenu pour Sercala-Bad (Jidenko et al., 2006), toutes deux clonées dans le
méme plasmide pYeDP60. Si I'on compare maintenant I'expression de Drs2p-Bad dans la présente
étude a celle de Drs2p réalisée dans d’autres laboratoires, la conclusion est la suivante : alors que de
précédentes surexpressions de Drs2p dans la levure avaient permis d’augmenter d’un facteur 10
(Zhou and Graham, 2009), ou méme 20 (Lenoir et al., 2009) la quantité de Drs2p exprimée de fagon
hétérologue par rapport a la quantité de Drs2p endogéne, nous estimons, dans notre cas, avoir
multiplié la quantité de Drs2p par au moins deux ordres de grandeur par rapport a la quantité de
Drs2p endogéne.

Le protocole de préparation des membranes nous permet d’obtenir deux types de fractions
membranaires. Afin d’en choisir une pour réaliser la caractérisation fonctionnelle du complexe, nous
avons analysé le contenu de ces fractions. La fraction C2, contenant les membranes dites « lourdes »
contient principalement une version non glycosylée de Cdc50p, contrairement a la fraction C3
contenant les membranes dites « légéres ».
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La premiere étape de N-glycosylation dans la levure implique le transfert, au niveau du réticulum
endoplasmique, d’un oligosaccharide préformé sur un Dolichol-pyrophosphate (lipide
polyisoprénoide) sur le groupe amide d’une asparagine présente dans une séquence Asn-X-Thr/Ser,
ou X peut étre n’importe quel acide aminé sauf une proline. Le précurseur oligosaccharidique
préformé est : GlcsMangGIcNAc,. On I'appelle aussi « core oligosaccharide », et il est ensuite modifié
par les glycosidases du réticulum endoplasmique (RE) et du Golgi, et par les glycosyltransférases du
Golgi.

Nous avons pensé que la forme non glycosylée de Cdc50p était une forme immature qui n’avait
pas encore migré vers I'appareil de Golgi. L'utilisation de marqueurs d’organelles nous a permis de
vérifier cette hypothése. Nos résultats suggérent que Cdc50p subit une addition de mannoses dans
les citernes de |'appareil de Golgi puisque nous observons une corrélation entre 'augmentation du
nombre de résidus glycosidiques et I'enrichissement en membranes dérivées du trans-Golgi. Comme
le complexe Drs2p/Cdc50p est localisé, in vivo, au niveau du réseau trans-Golgien (Chen et al., 1999;
Gall et al., 2002; Hua et al., 2002; Natarajan et al., 2004; Saito et al., 2004), ces résultats nous ont fait
penser que l'utilisation des C3 pour la caractérisation fonctionnelle du complexe serait le meilleur
choix.

Concernant le mutant inactif de Drs2p, Drs2p”**®", nous avons vu que Cdc50p associée a ce
mutant présente un faible taux de glycosylation, méme dans les membranes C3. Sachant que
I'interaction entre Drs2p et Cdc50p est obligatoire pour I'export de ces protéines du réticulum
endoplasmique vers le trans-Golgi (Saito et al., 2004), ces résultats corroborent une étude
précédente qui montrait que la mutation de 'aspartate catalytique de Drs2p altérait I'interaction
avec Cdc50p, in vivo et in vitro (Lenoir et al., 2009).

[11.1.3 Caractérisation fonctionnelle du complexe Drs2p/Cdc50p exprimé dans la levure S. cerevisiae

Pour cette caractérisation, nous avons tiré parti du fait que les ATPases de type P s’auto-
phosphorylent transitoirement au cours de leur cycle catalytique. Cette autophosphorylation doit
a priori avoir lieu sur I'aspartate 560 de Drs2p, qui fait partie du motif DKTGLT conservé parmi toute
les ATPases de type P. Ainsi, nous avons mesuré la formation de dérivé phosphorylé a I’état
stationnaire a partir de [y->>P]ATP pour les fractions membranaires C2 et C3 des levures exprimant
Drs2p. Cette mesure de formation de dérive phosphorylé a été réalisée en absence ou en présence
d’orthovanadate (vanadate ou VOQ,), un inhibiteur, entre autres, des ATPases de type P, qui interagit
de maniére réversible avec la forme E2 non phosphorylée de ces dernieres.

a) Phosphorylation de Drs2p dans les fractions membranaires C2 et C3

Les résultats précédents nous ont amené a penser que la fraction membranaire C3 pourrait étre la
plus adaptée pour les tests ultérieurs visant a évaluer la fonction de Drs2p, puisqu’elle est enrichie en
membranes dérivées du trans-Golgi, localisation attendue du complexe, et que Cdc50p présente le
plus fort niveau de glycosylation dans ces membranes. Pour vérifier cette hypothése, la quantité de
dérivé phosphorylé formé sensible au vanadate a été mesurée dans les fractions membranaires C2 et
C3 (Fig. 11), et elle s’est avérée étre, pour les membranes C3, 3 fois supérieure a celle mesurée pour
les membranes C2. Par conséquent, nous avons continué notre étude du fonctionnement des
protéines Drs2p et Cdc50p en utilisant les membranes C3.
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Figure 11. Comparaison de la formation de dérivé phosphorylé par le [v32P]ATP dans les fractions
membranaires C3 et C2.

Les membranes C3 et C2 de levures sur-exprimant Drs2p-Bad et Cdc50p-His;,, ont été préincubées dans la glace
a 0,5 mg/mL de protéines totales, dans 200 ul de tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris d
pH 7) complété avec 100 uM de CaCl,. Aprés 5 a 10 min d’incubation, en absence ou en présence de 1 mM
d’orthovanadate (VO,), toujours a 4°C, la phosphorylation a été déclenchée par I'addition de [y-32P] ATP a une
concentration finale de 0,5 uM, puis la réaction a été stoppée apres 30 secondes par addition d’acide. Aprés
précipitation pendant 15-20 minutes sur la glace, les protéines ont été filtrées et la radioactivité associée au
filtre a été mesurée par scintillation.

b) La co-expression de Cdc50p avec Drs2p est cruciale pour la phosphorylation de Drs2p

Comme il a déja été montré que les protéines Cdc50p et CDC50A sont indispensables pour la
phosphorylation, par I’ATP, de Drs2p et de ATP8B1 (ou ATP8B2) purifiées ((Bryde et al., 2010; Lenoir
et al., 2009)), nous avons en premier lieu cherché a déterminer si dans notre systéme d’expression
Drs2p était également dépendante de la co-expression avec Cdc50p.

Pour ce faire, différents échantillons de membranes C3 ont été soumis a une phosphorylation par
le [y-*2P]ATP. Comme on peut le voir sur la Figure 12, lorsqu’on exprime Drs2p seul, il n’y a quasiment
pas de formation de dérivé phosphorylé sensible au vanadate. A partir du moment ot Cdc50p est co-
exprimée avec Drs2p, la fraction du dérivé phosphorylé sensible au vanadate augmente
significativement (~2,5 pmol/ 0,1 mg de protéines totales). Ce signal est, de plus, spécifique de Drs2p
puisque les membranes exprimant une version inactive de Drs2p (D560N) ne montrent pas de dérivé
phosphorylé sensible au vanadate. Pour controle, une mesure de la formation de dérivé phosphorylé
par la protéine Sercala native a été réalisée. Pour cela, des membranes C3 issues de la culture des
levures W303.1b/GAL4 transformées par le vecteur vide ont été mélangées avec des membranes du
réticulum sarcoplasmique, et ce afin d’obtenir un mélange avec environ 2 % de Sercala native. On a
obtenu ainsi pour Sercala, comme attendu, la formation d’un dérivé phosphorylé (~8 pmol/ 0,1 mg
de protéines totales) dépendant de la présence de calcium. En présence d’EGTA (Fig. 12; barre
noire), qui chélate le calcium, le signal de phosphorylation a été diminué jusqu'au niveau observé en
présence de vanadate pour les membranes C3 contenant Drs2p seul, Drs2p et Cdc50p, ou Drs2p”**™"
et Cdc50p. Notons que la protéine Sercala, elle, n’est que trés peu sensible au vanadate (Fig. 12 ;
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barre grise) ; ceci sera discuté plus tard (Fig. 15) mais correspond bien aux résultats décrits dans la
littérature.

Notons aussi que les échantillons qui ont servi aux expériences de phosphorylation ont également
été déposés sur SDS-PAGE et que I'analyse par western-blot a indiqué que la quantité de Drs2p était
bien la méme dans chacun de ces échantillons de membranes C3 (Fig. 12). L'insensibilité au vanadate
des membranes C3 exprimant Drs2p seul ou co-exprimant le mutant inactif avec Cdc50p, confirme
que les protéines Drs2p et Cdc50p endogenes sont en quantité négligeable par rapport aux protéines
sur-exprimées. Les résultats que nous obtenons avec notre systeme de co-expression confirment les
travaux antérieurs, a savoir le réle crucial de la co-expression initiale avec Cdc50p pour la capacité
ultérieure de Drs2p a étre phosphorylée par I’ATP. Par ailleurs, ces résultats suggerent la formation
possible d’'un complexe Drs2p/Cdc50p dans les membranes C3.
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Figure 12, Dérivé phosphorylé formé par différents échantillons.

Des membranes C3 contenant soit Drs2p exprimé seul (mais en présence de Cdc50p endogene), soit Drs2p co-
exprimé avec Cdc50p, soit Drs2p muté sur 'aspartate catalytique (DrsZpDSSDN) et co-exprimé avec Cdc50p, ont
été utilisées. Les membranes ont été préincubées dans la glace a 0,5 mg/mL de protéines totales dans 200 uL de
tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH 7) complété avec 100 uM de CaCl, et en
présence ou non de 1 mM de vanadate (VO,). La phosphorylation a été initiée par I'ajout d’ATP radioactif [ y—32P]
a une concentration de 2 uM. Les réactions ont été arrétées au bout de 30 secondes par précipitation a I'acide
(500 mM TCA supplémenté de 30 mM H3;PQ,) puis les échantillons ont été filtrés. Pour le western-blot, 0,25 ug
de protéines totales a été déposé sur SDS-PAGE. Drs2p-Bad a été détectée a I'aide d’une sonde avidine.

Afin de tester I’hypothése de la formation d’un complexe Drs2p/Cdc50p, les membranes C3 issues
de la co-expression de Drs2p avec Cdc50p ont été solubilisées en présence de n-Dodecyl-B-D-
Maltoside (DDM). La fraction solubilisée a ensuite été incubée avec de la résine Ni**-NTA afin
d’'immobiliser Cdc50p sur la résine (Cdc50p est étiquetée par 10 histidines en C-terminal). Le résultat
de cette expérience montre que Cdc50p se fixe bien a la résine Ni**-NTA, comme en témoigne la
diminution significative de la quantité de Cdc50p dans la fraction non retenue par la résine
(comparer les puits « S » et « NR », Fig. 13). L'intérét majeur de cette expérience réside cependant
dans le fait que Drs2p, elle aussi, se fixe a la résine Ni**-NTA, trés probablement grace & son
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interaction avec Cdc50p. De plus, ces deux protéines sont co-éluées par ajout d’'imidazole (El). Ces
résultats indiquent que Drs2p et Cdc50p sont en interaction aprés solubilisation et qu’elles forment
donc tres probablement un complexe dans les membranes C3 avant méme la solubilisation.

NiZ*-NTA

T S C NR L El
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Figure 13. Cdc50p interagit physiquement avec Drs2p apreés solubilisation des membranes C3 par le DDM.

Les membranes C3, issues de la co-expression de Drs2p avec Cdc50p étiquetée en C-terminal avec 10 histidines,
ont été solubilisées par le DDM a un ratio détergent/protéines totales de 1 g/g, dans du tampon de
solubilisation SB (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 300 mM NaCl, 20% (w/v) glycérol et 5 mM MgCl,) supplémenté avec 1
mM de PMISF et un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Le surnageant (S) a été mis en contact avec la résine Ni%*-
NTA pendant la nuit, pour permettre la fixation de Cdc50p. Les protéines non fixées ont été récupérées dans le
non retenu (NR) et la résine a été lavée (L) avec du tampon SB contenant 0,2 mg/mL de DDM. L’élution a été
effectuée par addition de 3 volumes de résine de tampon SB supplémenté de 0,2 mg/mL de DDM et de 250 mM
d’imidazole (El). 0,8 ug de protéines totales de la fraction T a été déposé sur SDS-PAGE ainsi qu’un volume
identique des autres fractions. Acclp : acétyl-CoA carboxylase ; Pyc1/2p : pyruvate carboxylase, isoformes 1 et
2. Les protéines biotinylées ont été détectées a I'aide d’une sonde avidine et Cdc50p-His,, par une sonde
histidine.

¢) La glycosylation de Cdc50p n’est pas requise pour la phosphorylation de Drs2p

Afin d’évaluer si les N-glycosylations de Cdc50p affectent le cycle catalytique de Drs2p, la
formation de dérivé phosphorylé a été mesurée aprés déglycosylation de Cdc50p par la PNGase F
(Fig. 14). Pour ces mesures nous avons d{ modifier le protocole standard de déglycosylation par la
PNGase F, car ce dernier inclut, avant déglycosylation, une incubation des échantillons avec le
détergent NP-40, un détergent qui provoque, comme on le verra plus loin (Fig. 20), une diminution
de la formation du dérivé phosphorylé a I'état stationnaire pour Drs2p. La présence de détergent
étant néanmoins a priori utile pour que la PNGase F ait acces aux sites de glycosylation, le compromis
gue nous avons adopté a été d’utiliser le DDM. En absence de PNGase F, le DDM n’induit qu’une
inactivation partielle de Drs2p a 37°C, mais permet en revanche une déglycosylation quasi-totale de
Cdc50p en présence de PNGase F (voir western-blot de la Figure 14). L’action de la PNGase F fait
apparaitre de nouvelles bandes qui représentent trés probablement des versions de Cdc50p avec 1,
2, 3 ou 4 sites glycosylés (Cdc50p posséde 4 sites potentiels (Asn-X-Ser/Thr) de glycosylation), et aussi
une augmentation de l'intensité de la version non glycosylée de Cdc50p (Fig. 14). La simple
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incubation avec la PNGase F pendant 15 minutes, dans la glace, conduit a la disparition de la version
de Cdc50p complétement glycosylée, sans pour autant qu’il y ait un effet sur la formation de dérivé
phosphorylé. Ceci indique que la phosphorylation par I’ATP de Drs2p ne requiert pas la présence
d’une version complétement glycosylée de la sous-unité Cdc50p. Comme on peut le voir sur la Figure
14, la seule incubation a 37°C, en absence de PNGase F, entraine une inactivation irréversible de
Drs2p. Cette inactivation est ralentie en présence de PNGase F, pour des raisons qui restent a
élucider.
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Figure 14. La déglycosylation de Cdc50p, aprés formation du complexe Drs2p/Cdc50p, n’empéche pas la
formation de dérivé phosphorylé par le [v-32P] ATP.

Les membranes C3, contenant Drs2p co-exprimé avec Cdc50p, ont été utilisées. Les membranes C3 ont été
diluées a 2 mg/mL dans le tampon de solubilisation SB (10 mM Tris-HCl pH 7,5; 300 mM NaCl ; 20% (w/v)
glycérol ; 5 mM MgCl,) qui contient 1 mg/mlL de DDM. Ces membranes ont été incubées 0, 1 heure ou 2 heures
a 37°C avant d’étre incubées dans la glace pendant 15 minutes, en absence ou en présence de 10 ug/mlL de
PNGase F (i.e 20,000 U/ml). Les membranes ont ensuite été diluées a 0,5 mg/mL dans le tampon A (100 mM
KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH 7) supplémenté de 0,1 mM de CaCl, et 1 mM d’EGTA. Les mesures
du dérivé phosphorylé de ces échantillons ont été réalisées par filtration. La phosphorylation a été initiée par
I'ajout de [y—32P]ATP a 0,5 uM, en présence ou en absence de 1 mM de vanadate (VO,). 1,5 ug de protéines
totales a été déposé sur SDS-PAGE. Drs2p-Bad a été détectée a I'aide d’une sonde avidine et Cdc50p-Hisq, par la
sonde histidine.

d) Optimisation des conditions de phosphorylation de Drs2p

Nous avons ensuite essayé d’optimiser les conditions de mesure du dérivé phosphorylé a I'état
stationnaire, en utilisant les membranes C3 contenant Drs2p et Cdc50p. Nous avons commencé par
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réaliser des cinétiques de phosphorylation a différentes températures et concentrations en ATP
radioactif, et ce en présence ou en absence de vanadate. La Figure 15 indique que le dérivé
phosphorylé atteint rapidement |'état stationnaire, en moins de 30 secondes, a 4°C ou a 24°C
(panneaux A et B). La décroissance du dérivé phosphorylé aprés ces 30 secondes, particulierement
prononcée a 24°C, reflete la disparition de I’ATP du fait de son utilisation par les autres ATPases
présentes dans les membranes C3. Pour contréle, la cinétique de phosphorylation du mutant inactif
Drs2p”>®™ confirme qu’il y a peu de protéines, autres que Drs2p, sensibles au vanadate dans les
membranes C3 (panneau D). A ce stade, il semble plus facilement reproductible d’effectuer les
réactions de phosphorylation a 4°C qu’a 24°C. Une optimisation supplémentaire a consisté a tester
I’effet de concentrations plus faibles d’ATP radioactif. Le résultat de cette expérience est présenté
sur le panneau C de la Figure 15. A 0,5 uM d’ATP radioactif, la phosphorylation reste rapide, et aux
temps courts (~30 s) la composante vanadate-insensible du dérivé phosphorylé diminue dans une
plus large mesure que la composante vanadate-sensible, ce qui permet d’obtenir un meilleur rapport
signal/bruit a I'état stationnaire. Dans les expériences suivantes, une concentration d’ATP radioactif
de 0,5 UM et une température de 4°C ont donc été choisies comme conditions de phosphorylation.

L’étude, en paralléle, de la cinétique de phosphorylation de Sercala en présence de vanadate
montre, comme attendu, que la formation de dérivé phosphorylé pour Sercala dépend de la
présence ou de I'absence de calcium au moment ol on ajoute le vanadate (panneaux E et F). En
effet, il est connu que la forme E1 de Sercala, liée au calcium, ne se lie pas au vanadate, alors que la
forme E2, sans calcium, se lie au vanadate (Pick, 1982). Ceci nous ameéne a penser, du fait de
I’efficacité de I'inhibition de Drs2p par la vanadate, que Drs2p contenue dans les membranes C3, en
absence d’ATP, est principalement sous une conformation de type E2.
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Figure 15. Cinétique de phosphorylation du complexe Drs2p/Cdc50p.

D560N .
co-exprimé

Les membranes C3 contenant Drs2p co-exprimé avec Cdc50p (panneaux A, B et C) ou Drs2p
avec Cdc50p (panneau D) ont été utilisées. Pour contréle, des membranes de levures transformées par le
vecteur vide, auxquelles on a ajouté des membranes du réticulum sarcoplasmique, ont aussi été testées
(5 ug/ml de protéines du réticulum sarcoplasmique pour 0,5 mg/ml de protéines totales, soit ~1% des protéines
totales, panneau E et F). Les membranes ont été préincubées pendant 5 minutes a 0,5 mg/mL de protéines
totales dans 200 uL de tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH 7) complété avec 100 uM
de CaCl,, dans la glace ou a 24°C et en présence (symboles gris) ou en absence (symboles blancs) de 1 mM de
vanadate (VO,). Pour le panneau F, 0,2 mM d’EGTA a aussi été ajouté. La phosphorylation a été initiée par
I'ajout d’ATP radioactif [y—32P] a une concentration de 2 uM ou de 0,5 uM. Les réactions ont été arrétées apres
différents temps par précipitation a I'acide (500 mM TCA supplémenté de 30 mM H3PO,) puis les échantillons

ont été filtrés.
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La plupart des ATPases de type P décrites jusqu’ici nécessitent la fixation d’un ion dans les sites
membranaires de haute affinité pour que la phosphorylation soit possible. Pour évaluer la possible
contribution des ions dans la phosphorylation de I’ATPase P4 Drs2p, nous avons étudié |'effet des
conditions ioniques sur la formation de dérivé phosphorylé a I'état stationnaire (Fig. 16). Comme on
peut le voir, des variations du pH ou de la concentration en KCl n’ont que peu d’effet sur la formation
du dérivé phosphorylé a I'état stationnaire (panneaux A et B). Il en va de méme pour le NaCl
(panneau C). La formation de dérivé phosphorylé est également insensible a la concentration en Ca**
(panneau C). L'ajout d’EDTA, un chélateur des ions divalents comme le magnésium, provoque une
forte diminution de la formation de dérivé phosphorylé a I'état stationnaire, probablement parce
que c’est bien le Mg**-ATP qui est le substrat de Drs2p, comme pour les ATPases de type P étudiées
jusgu’ici (panneau C). Le cobalt, le lanthane (connus pour pourvoir se substituer au magnésium pour
la phosphorylation des ATPases de type P) et le CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone,
un protonophore décrit comme bloquant le flip des phospholipides fluorescent NBD-PC, NBD-PS et
NBD-PE dans la membrane plasmique de levures (Stevens and Nichols, 2007)) n’affecte pas trés
significativement la mesure du dérivé phosphorylé a I'état stationnaire (panneau C). De la méme
maniere, les anions sulfate, oxalate et arsenate, a 2 mM, n’ont pas beaucoup d’effet sur la mesure du
dérivé phosphorylé a I'état stationnaire (panneau C). Le zinc, dont une concentration trop élevée
inhibe la croissance des levures Adrs2 (Pomorski et al., 2003), semble inhiber légérement, a forte
concentration, la formation de dérivé phosphorylé.
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Figure 16. Effet des conditions ioniques sur la phosphorylation de Drs2p par le [y-32P]ATP.

Les membranes C3 contenant Drs2p co-exprimé avec Cdc50p ont été utilisées. Les membranes ont été
préincubées dans la glace a 0,5 mg/mL de protéines totales dans 200 uL de tampon (100 mM KCl en général, 5
mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH 7 en général) complété avec 100 uM de CaCl,. A et B. I’effet du pH et du
KCI ont été mesurés en présence (cercle gris) ou en absence (cercle blanc) de 1 mM de vanadate. C. Effet de
différentes additions : 0,6 ou 5 mM d’EGTA ont été ajoutés pour réduire la concentration en Ca”* libre ¢ 0,1 ou
0,01 uM, ou bien 4, 7,5 ou 15 mM d’EDTA ont été ajoutés pour réduire la concentration en Mg2+ (et
simultanément en Ca”*), ou bien 0,1 M de NaCl, 50 ou 500 uM de zinc ou de cobalt ont été ajoutés, ou bien 50
uM de LaCl; ou 10 uM de CCCP ont été ajoutés, ou bien 2 mM de sulfate (5042'), d’oxalate (C2042') ou d’arsenate
(AsO,”) ont été ajoutés. La phosphorylation a été initiée par I'ajout d’ATP radioactif [y—32P] a une concentration
de 0,5 uM. Les réactions ont été arrétées aprés 30 secondes dans la glace par précipitation a I'acide (500 mM
TCA supplémenté de 30 mM H;PQ,) puis les échantillons ont été filtrés. VO, : vanadate.
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e) Inhibiteurs de la phosphorylation de Drs2p : vanadate et fluorures

L'effet d’inhibiteurs connus d’ATPases de type P (Daiho et al., 1993; Hobbs et al., 1980; Kubota et
al., 1993; Murphy and Coll, 1992a; Murphy and Coll, 1992b; Murphy and Coll, 1993; Pick, 1982;
Troullier et al., 1992; Yamasaki et al., 2002) sur la formation du dérivé phosphorylé a I'état
stationnaire a aussi été testé (Fig. 17). Nous avons commencé par caractériser plus précisément
I’effet inhibiteur du vanadate. L’affinité apparente du complexe Drs2p/Cdc50p pour le vanadate, a
4°C ou 24°C, est de I'ordre de 1 UM (panneau A) et a 0,1 mM l'inhibition maximale est atteinte en 1
minute (panneau C, cercle gris). Cette rapidité d’action, et la capacité du vanadate a totalement
inhiber la formation de dérivé phosphorylé par Drs2p, suggere que Drs2p est plutét dans une
conformation de type « E2 » dans les membranes C3. En effet, le vanadate se lie spécifiquement a la
forme « E2 » des ATPases de type P (Pick, 1982).

Nous avons également testé I'effet de composés fluorés connus pour inhiber certaines ATPases
de type P. Comme le montre le panneau B de la Figure 17, Drs2p est inhibée par 1 mM de fluorure,
lorsque celui-ci est combiné avec 50 uM d’aluminium (triangles) ou de béryllium (carré), et ce a 4°C
ou a 24°C (symboles blancs ou gris, respectivement). Méme a 4°C, cette inhibition est rapide
(inhibition maximum atteinte en 1 minute) dans le cas du béryllium (panneau C, carrés gris) et
seulement légerement plus lente (inhibition maximum atteinte en 5 minutes) dans le cas de
Ialuminium (panneau C, triangles gris). Le fluor seul (mais en présence du Mg** contenu dans le
tampon), quant a lui, exerce une trés lente inhibition (panneaux C, losanges gris). Ces cinétiques sont
similaires a celles déja obtenues pour I'inhibition de Sercala par les composés fluorés (Picard et al.,
2006b). L'aluminium et le béryllium seuls ont trés peu d’effet sur la formation de dérivé phosphorylé
a I’état stationnaire (panneau B, triangles et carrés blancs, respectivement). Il faut noter que pour
une raison inconnue, l'incubation des membranes C3 diluées dans le tampon A avec de I'aluminium
seul (AICl5) entraine une augmentation de la formation de dérivé phosphorylé, observée également
avec le mutant inactif DS60N (Fig. 18A).
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Figure 17. Inhibition de la phosphorylation de Drs2p par le vadanate et les composés fluorés.

Les membranes C3 contenant Drs2p co-exprimée avec Cdc50p ont été utilisées. Les membranes ont été diluées
dans la glace a 0,5 mg/mlL de protéines totales, dans 200 ulL de tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM
Mops-Tris a pH 7) additionné de 100 uM de CaCl,. La phosphorylation a été initiée par ajout d’ATP radioactif [y-
*p] & une concentration de 0,5 uM. Les réactions ont été arrétées aprés 30 secondes dans la glace, par
précipitation a I'acide (500 mM TCA supplémenté de 30 mM H;PO,) puis les échantillons ont été filtrés. A. et B.
Les incubations a différentes concentration d’inhibiteurs ont duré 1 heure a 24°C (symboles blancs) ou dans la
glace (symboles gris), et ont été suivies d’une incubation supplémentaire dans la glace de 20 a 40 minutes dans
tous les cas. B. Les incubations ont eu lieu en absence ou en présence de 1 mM de KF et de 50 uM de Be(Cl,
(carrés) ou de 50 uM d’AlCl; (triangles) ou encore en présence de MgCl, seul (losanges). C. Cinétique
d’inhibition, dans la glace, par 0,1 mM de vanadate (VO,; cercles gris), ou par 50 uM de BeCl, en absence
(carrés blanc) ou en présence de (carrés gris) de 1 mM de KF, ou par 50 uM d’AlCl; en absence (triangles blanc)
ou en présence de (triangles gris) de 1 mM de KF, ou encore par 1 mM de KF (losanges gris). Une incubation
contréle, en absence d’inhibiteurs, est représentée par les cercles blancs.

Nous avons ensuite cherché a caractériser plus en détail I'inhibition de Drs2p par le fluorure
d’aluminium. Comme on peut le voir sur le panneau A de la Figure 18, en présence de 1 mM de KF
(symboles gris) et a pH 7, I'inhibition est compléte en présence de 5 uM d’AlCl; (cercle gris), mais
I'efficacité de linhibition diminue fortement a pH 8 (panneau B, carré gris). L'effet du pH est
compréhensible si on imagine que comme pour d’autres systemes (y compris Sercala) c’est AlF, qui
est I'espéce inhibitrice et qu’un pH alcalin diminue le ratio AIF,/Al(OH),, Al{OH), n’étant
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présence de fluorure d’aluminium (triangles blancs et gris, panneau A). A pH 7, I'inhibition par le
fluorure d’aluminium peut aussi étre minimisée par |'utilisation d’un chélateur d’aluminium, 'EGTA
(triangles inversés gris) ou la desferrioxamine B (un chélateur de fer et d’aluminium, losanges gris)
(panneau C). De facon intéressante, I'inhibition par le fluorure d’aluminium peut étre reversée
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Figure 18. Inhibition de la phosphorylation de Drs2p par le fluorure d’aluminium.
A, B et C. Les membranes C3 contenant Drs2p co-exprimée avec Cdc50p ont été utilisées (pour le panneau A,

des membranes C3 contenant DrsZpD‘mN

co-exprimée avec Cdc50p ont aussi été utilisées (triangles)). Les
membranes ont été diluées dans la glace, a 0,5 mg/mL de protéines totales dans 200 ul de tampon constitué de
50 mM Mops-Tris (a pH 7 pour les panneaux A et C, et a pH 7 (cercles) ou 8 (carrés) pour le panneau B), 100 mM
KCl, 5 mM Mg2+ et 100 umM ca” ont été ajoutés. Pour le panneau C, 5 mM EGTA (triangles inversés) ou 150 uM
de desferrioxamine B (losanges) ont été ajoutés. Pour les panneaux A a C, l‘incubation a duré ~3 heures dans la
glace en présence de concentrations variables d’AlCl; et en absence (symboles blancs) ou en présence
(symboles gris) de 1 mM de KF. La phosphorylation a été initiée par ajout d’ATP radioactif [y—32P] a une
concentration de 0,5 uM. Les réactions ont été arrétées apres 30 secondes dans la glace, par précipitation a
I'acide (500 mM TCA supplémenté de 30 mM H3PO,) puis les échantillons ont été filtrés. D. Les membranes ont
été incubées dans la glace, a 0,5 mg/mL de protéines totales dans 200 ulL de tampon A (50 mM Mops-Tris a pH
7, 100 mM KCl, 5 mM Mgz+ et 100 uM Caz+), sans inhibiteur, a partir de t= 0 (cercles blancs), puis 50 uM d’AlCl;
et 1 mM de KF ont été ajoutés & t= 20 minutes (cercles gris). A t= 95 minutes, les chélateurs de I'aluminium ont
été ajoutés a I"échantillon inhibé par le fluorure d’aluminium. Ces inhibiteurs sont soit du Tris, pour augmenter
le pH a 8 (carrés gris), soit 10 mM d’EGTA (triangles gris) ou encore 0,2 mM de desferrioxamine (losanges gris).
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Pour contréle, ces trois chélateurs ont également été ajoutés avec I'aluminium et le fluor a t= 20 minutes
(carrés, triangles et losanges blancs). Une expérience contréle, en absence d’inhibiteurs, est représentée par les
cercles blancs.

f) Solubilisation du complexe Drs2p/Cdc50p par les détergents et conséquences fonctionnelles

En vue de purifier le complexe Drs2p/Cdc50p, nous avons testé la capacité de certains détergents
a solubiliser Drs2p et Cdc50p, ainsi que leurs capacités a préserver la phosphorylation du complexe.

e Solubilisation des protéines Drs2p et Cdc50p

Nous avons commencé par évaluer la capacité de certains détergents a solubiliser Drs2p et
Cdc50p. Dans I'expérience particuliere montrée sur la Figure 19A pour les détergents a basse CMC, le
DDM permet de solubiliser la majeure partie de Drs2p et de Cdc50p glycosylée, et ce pour un ratio
détergent/protéines relativement faible (0,5 g/g; comparer « T » pour fraction totale a « S » pour
fraction solubilisée et « C » pour fraction non solubilisée sur le western-blot de la Figure 19A). Pour
obtenir une solubilisation similaire avec le Cy,Eg, le Triton X-100 ou la L-a-lysophosphatidylcholine
(LPC), il est nécessaire de se placer a un ratio détergent/protéines de 2,5 g/g. Les détergents a haute
CMC comme I'Hecameg, le CHAPS et I'octyl-glucoside se sont également révélés étre efficaces pour
la solubilisation de Drs2p et Cdc50p (Fig. 19B), méme si dans ce cas, il est nécessaire, comme on
pouvait s’y attendre, d’utiliser des ratios détergent/protéines plus élevés. Dans tous les cas, les
versions glycosylées de Cdc50p sont solubilisées dans des proportions analogues a Drs2p tandis que
la version non glycosylée de Cdc50p ne I'est pas. Il est possible que la forme non glycosylée de
Cdc50p ne soit pas bien repliée, voire agrégée, et que cela prévienne sa solubilisation par les
différents détergents testés, ou encore simplement que les glycosylations contribuent a rendre la
protéine plus hydrophile.
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Figure 19. Solubilisation de Drs2p et Cdc50p.

Les membranes C3 ont été diluées a 2 mg/mL de protéines totales dans le tampon de solubilisation SB (10 mM
Tris-HCl pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 20% (p/v) glycérol ; 5 mM MgCl,) supplémenté avec 1 mM de PMSF et 1X d’un
cocktail d’inhibiteurs de protéases. Le détergent a alors été ajouté aux membranes a un ratio
détergent/protéines totales (p/p) variable et le mélange a été incubé 1 heure, a 4°C, sur une roue. Les
échantillons ont ensuite été centrifugés a 88000 g,, pendant 1 heure a 4°C. La partie insoluble de I’échantillon a
été collectée dans le culot et la partie soluble dans le surnageant. Pour I’analyse des échantillons par western-
blot, le culot a été repris avec un volume de tampon SB équivalent au volume du surnageant. T : fraction
membranaire totale. S : fraction solubilisée. C : fraction insoluble. 0,5 ug des fractions T a été déposé sur SDS-
PAGE ainsi qu’un volume équivalent des fractions S et C. La détection de Drs2p-Bad a été effectuée a I'aide
d’une sonde avidine alors que la détection de Cdc50p-Hisq, a été faite a I'aide d’une sonde histidine.
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e Conséquences fonctionnelles immédiates de la solubilisation du complexe Drs2p/Cdc50p, et
inactivation ultérieure en fonction du temps

Nous nous sommes intéressés ensuite a |'effet des détergents sur la fonction de Drs2p, en
mesurant en présence de [y-’PJATP |la formation de dérivé phosphorylé aprés une incubation plus ou
moins longue des membranes C3 avec ces détergents. En effet, la purification d’'une protéine
membranaire implique de longues périodes d’incubation de la protéine en présence de détergent, et
notre premier souci a été d’identifier un détergent qui ne soit pas trop délétere pour I'activité du
complexe. Dans un premier temps, I'effet d’une incubation courte (quelques minutes) des
membranes C3 avec les détergents a été testé. Ce test a pour but d’identifier les détergents avec
lesquels il est possible de former le dérivé phosphorylé, avant une éventuelle inactivation irréversible
sur des temps plus longs. Dans cette optique, les membranes C3 issues de la co-expression de Drs2p

sauvage ou de Drs2p”**™"

avec Cdc50p ont été incubées avec différents détergents pendant 1 minute,
a un ratio détergent/protéines totales de 10 g/g. En présence de DDM le niveau de phosphorylation
du complexe Drs2p/Cdc50p a I'état stationnaire est légérement supérieur a celui obtenu pour les
membranes contréle (Fig. 20, panneau A). Pour le C4,Eg ou le CHAPS et le CHAPS en présence de
lecithine d’ceuf et de DTT (comme utilisé dans Coleman et al., 2009 pour la purification d’ATP8A2), ce
niveau n’est pas trés différent (panneau A). De méme pour I'a-DDM, les C12, C11 et C10-B-
maltosides et le CYMAL-5 (panneau B). Pour le Triton X-100, la digitonine (déja utilisée pour la
purification du complexe Drs2p/Cdc50p (Lenoir et al., 2009)) et la diC,PC (lipide a chaines d’acides
gras courtes, utilisé pour d’autres protéines membranaires, (Hauser, 2000)), le niveau de
phosphorylation a I'état stationnaire est par contre inférieur a celui observé pour les membranes
controle (panneau A). La solubilisation par le NP-40 (détergent non-ionique), le DDAO, la LPC ou
I’octylthioglucoside entraine aussi une diminution du niveau de phosphorylation a I’état stationnaire
par rapport aux conditions contréle (panneau B). Notons que la fraction insensible au vanadate du
dérivé phosphorylé est, quant a elle, beaucoup moins sensible a I'ajout de ces détergents (symboles
gris, Fig. 20A).

Dans un second temps, sachant que les détergents peuvent, en plus d’altérer le niveau de
phosphorylation a I'état stationnaire, entrainer une inactivation irréversible progressive des
protéines membranaires, nous avons, pour quelques uns d’entre eux, réalisé des mesures de dérivé
phosphorylé apres différents temps d’incubation avec ces détergents. Pour un ratio élevé
détergent/protéines (10 g/g), le DDM s’avére significativement moins inactivateur que le C,,Eg et le
Triton X-100 (Fig. 20C). Le CHAPS, méme en présence de lecithine d’ceuf et de DTT, ne préserve pas
non plus la stabilité de Drs2p (Fig. 20D). Ainsi, pour de longues périodes d’incubation, le DDM semble
étre le détergent le plus approprié. La fraction insensible au vanadate du dérivé phosphorylé est,
quant a elle, beaucoup moins sensible a I'ajout de ces détergents (résultats non montrés).

Afin de limiter I'inactivation résiduelle par le DDM, nous avons ensuite essayé différents ratios
DDM/protéines totales (Fig. 20E). L'utilisation de DDM a des ratios détergent/protéines plus
modestes (2 g/g et 0,5 g/g) mais toujours aptes a solubiliser Drs2p et Cdc50p (Fig. 19) préserve
totalement la capacité de Drs2p a se phosphoryler aprés une longue période d’incubation en
détergent (plusieurs heures dans la glace).
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Figure 20. Effet des détergents sur le dérivé phosphorylé formé a I’état stationnaire, mesuré immédiatement
apres solubilisation ou bien aprés éventuelle inactivation au cours du temps.

P3O (symboles gris) avec

Les membranes C3, issues de la co-expression de Drs2p (symboles blancs) ou Drs2p
Cdc50p, ont été diluées a 2 mg/mL de protéines totales dans le tampon de solubilisation SB (10 mM Tris-HCl pH
7,5, 300 mM NaCl, 20% (w/v) glycérol et 5 mM MgCl,) supplémenté avec 1 mM de PMSF et un cocktail
d’inhibiteurs de protéases. A et B, Le détergent a été ajouté aux membranes @ un ratio détergent/protéines
totales de 10 g/g et le mélange a été incubé 1 minute a 4°C. Les échantillons ont ensuite été dilués a 0,5 mg/mL
de protéines totales dans 200 uL de tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH 7) complété
avec 100 uM de CaCl,. La phosphorylation a été initiée, dans la glace, par ajout d’ATP radioactif [ y—32P] a une
concentration de 0,5 uM. Les réactions ont été arrétées aprés 30 secondes par précipitation a I'acide (500 mM
TCA supplémenté de 30 mM H;PQ,) puis les échantillons ont été filtrés (mais cette fois sur deux filtres et aprés
un temps d’agrégation suffisant pour que les protéines précipitées se fixent sur le premier filtre ; les comptages
des deux filtres ont été additionnés). C, D, et E. Les mémes mesures qu’en A ont été réalisées mais avec des
temps d’incubation variables en présence de détergent. Det. : détergent. Prot. : protéines totales. C. Le DDM est
représenté par les triangles, le Cy,Eg par les carrés et le Triton X-100 (TX-100) par les losanges. D. La digitonine
est représentée par des triangles inversés et le CHAPS auquel on a ajouté du DTT (1 mM) et de la lécithine
d’ceufs (1g/g de protéines) est représenté par les carrés. E. le DDM a été testé a différents ratios

détergent/protéines totales.
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g) Cinétique de déphosphorylation de Drs2p

Bien qu'’il soit déja trés positif d’étre en mesure de détecter la formation de dérivé phosphorylé
par I’ATP, cela ne préjuge pas pour autant de la capacité de Drs2p a effectuer un cycle catalytique
complet. En effet, dans les travaux précédemment publiés, le dérivé phosphorylé formé n’était pas
capable de se déphosphoryler, que ce soit pour le complexe Drs2p/Cdc50p purifié aprés expression
en levure (Lenoir et al., 2009) ou pour le complexe ATP8B1/CDC50A purifié aprés expression en
cellules d’insectes Sf9 (Bryde et al., 2010). Afin de déterminer si la protéine Drs2p exprimée dans ce
travail est capable ou non de réaliser un cycle catalytique complet, nous avons donc mesuré des
cinétiques de déphosphorylation. Pour cela, Drs2p a été phosphorylée par le [y->*PJATP jusqu’a
atteindre |’état stationnaire, et la déphosphorylation a été déclenchée par un protocole classique de
« chasse », par addition d’un large exces d’ATP non radioactif.

Lorsque cette expérience est réalisée sur des membranes C3 issues de la co-expression de Drs2p
et Cdc50p, on voit que, a 4°C, une large partie de I’échantillon résiste a la chasse par I'ATP non
radioactif (carrés, Fig. 21A), et est insensible a I’ADP (triangles, Fig. 21A). Cependant, la
déphosphorylation est bien sensible a la température, comme on l'attend d’un processus
enzymatique, puisqu’elle est plus rapide a 37°C qu’a 4°C (cercles, Fig. 21A). La cinétique de
déphosphorylation est apparemment composée de deux phases : une rapide et une lente. La phase
rapide intervient dans les 20 premiéres secondes de déphosphorylation, alors que le temps
nécessaire a la disparition de la moitié du composant lent (t;;;) est de 1 a 2 minutes a 37°C. La

PS6ON (Fig. 21B), indique qu’une partie de la phase

cinétique de déphosphorylation du mutant Drs2p
rapide est attribuable aux autres protéines phosphorylables des membranes C3, tandis que la quasi-
totalité de la composante lente correspond a la déphosphorylation de Drs2p. Pour contréle, une
cinétique de déphosphorylation a aussi été réalisée pour la protéine Sercala native et, comme
attendu, cette cinétique est beaucoup plus rapide puisque Sercala est complétement

déphosphorylée au bout de 30 secondes a 4°C (panneau D).

Cette expérience a aussi été réalisée sur des membranes C3 solubilisées (Fig. 21C). Il apparait que
la présence de DDM (cercles) affecte peu la cinétique de déphosphorylation a 37°C (comparer avec la
cinétique en membrane du panneau A), contrairement a la situation observée apres solubilisation
par le CyEg (triangles) et la diC,PC (carrés), qui accélérent tous deux significativement la
déphosphorylation. Ainsi, le complexe Drs2p/Cdc50p exprimé dans les membranes C3 est capable
d’effectuer un cycle catalytique complet, méme si les cinétiques de déphosphorylation sont
relativement lentes, en membrane ou apres solubilisation par le DDM.
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Figure 21. Cinétique de déphosphorylation du complexe Drs2p/Cdc50p.

Les membranes C3 contenant Drs2p (A et C) ou Dr52pD55ON

(B) co-exprimés avec Cdc50p ont été utilisées. Pour
contréle, des membranes de levures transformées par le vecteur vide, auxquelles on a ajouté des membranes du
réticulum sarcoplasmique, ont aussi été testées (D, 5 ug/ml de protéines du réticulum sarcoplasmique pour 0,5
mg/ml de protéines totales, soit ~1% des protéines totales). Les cinétiques de déphosphorylation ont été
réalisées apres phosphorylation pendant 25 secondes dans la glace permettant d’atteindre I'état stationnaire,
dans les conditions précédemment décrites. La déphosphorylation a été déclenchée par I'ajout d’ATP non-
radioactif (1 mM Mg2+—ATP) ou d’ADP 1 mM (panneau A, triangles), et transfert immédiat a 37°C si souhaité. Le
protocole utilisé ici, dit « avec dilution », consiste & diluer 5 fois I’échantillon phosphorylé (200 uL a 0,5 mg/mlL)
dans le milieu de déphosphorylation (800 uL de tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH
7) supplémenté avec 100 uM de CaCl,) contenant 5 mM de Mg2+—ATP non-radioactif et pré-équilibré a 37°C.
Lorsque la déphosphorylation a été réalisée a 4°C en présence de 1 mM d’ATP ou ADP, il a été ajouté 0,01
mg/mL de pyruvate kinase et 0,2 mM de phosphoénolpyruvate. La précipitation des protéines aprés différents
temps de déphosphorylation a été effectuée par ajout d’1 mL d’acide (1 M TCA et 60 mM H;PQ,). B et C. Les
mesures ont été réalisées a 37°C. C. Les membranes C3 ont été initialement solubilisées par le DDM, a une
concentration de DDM de 1 mg/mlL (i.e. avec un ratio DDM/protéines totales de 2 g/g). Le milieu de
déphosphorylation dans lequel I’échantillon phosphorylé a été dilué 5 fois contenait le détergent choisi a la
méme concentration de 1 mg/ml (DDM représenté par les cercles, Cq,Eg représenté par les triangles ou diC,PC
représenté par les carrés), et donc, compte tenu de la dilution, dans un ratio C;,E¢/DDM ou diC,PC/DDM de 4
g/g. D. Le dérivé phosphorylé a I'état stationnaire de Sercala a été mesuré (cercles noirs) et sa cinétique de
déphosphorylation a 4°C aussi (carrés blancs). Dans tous les cas la ligne en pointillés représente la cinétique de
phosphorylation a 4°C (points expérimentaux non montrés).

Nous nous sommes intéressés par la suite a tester |'effet des lipides sur la cinétique de
déphosphorylation de Drs2p. En effet, tout comme la fixation du K* dans le cas de I’ATPase-Na*/K", la
fixation de la phosphatidylsérine sur son site de transport est supposée permettre la
déphosphorylation de Drs2p (cf. Chapitre « Introduction »). Comme on peut le voir sur la Figure 22
(panneau A), I'addition de phosphatidylsérine exogéne (POPS), aprés solubilisation des membranes
C3 avec un ratio DDM/protéines totales élevé (10 g/g), entraine au contraire un ralentissement de la
déphosphorylation de Drs2p. Cet effet, mais moins prononcé, est aussi constaté lorsque les
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membranes C3 sont solubilisées en présence de DDM et de phosphatidylcholine (POPC) exogéne
(panneau B). Une addition supplémentaire de POPS ralentit a nouveau la déphosphorylation
(panneau B). Cet effet inhibiteur de la POPS ou de la POPC n’est pas lié a la nature de leurs acides
gras puisque la DMPS, ou encore un mélange de lipides d’E. coli riche en diverses formes de PS, ou
encore la DOPC, entrainent aussi un ralentissement de la déphosphorylation (données non
montrées).

Devant ce résultat que nous n’avions pas anticipé, nous nous sommes demandés s’il ne manquait
pas un élément essentiel pour la déphosphorylation de Drs2p dans les membranes C3. Or, il a été
trés récemment montré que I'activité de transport de la NBD-PS par Drs2p était stimulée par la
présence de PI(4)P et que I'extrémité C-terminale de Drs2p possédait un site de fixation pour le
PI(4)P (Natarajan et al., 2009). Dans cette optique, nous avons testé I'effet du PI(4)P sur la cinétique
de déphosphorylation de Drs2p, en absence et en présence de POPS exogéne. Comme le montre le
panneau C de la Figure 22, en présence de PI(4)P, I'addition de POPS accélére maintenant la
déphosphorylation, comme espéré sur la base des schémas de fonctionnement des ATPases de type
P. Notons que le PI(4)P seul accélére trés |égerement la déphosphorylation, probablement a cause de
la présence de PS endogéne.

Le PI(4)P se fixant trés probablement sur I'extrémité C-terminale de Drs2p (Natarajan et al., 2009),
nous avons voulu exclure la possibilité que I'étiquette Bad, présente en C-terminal de Drs2p, puisse
interférer avec nos mesures des vitesses de déphosphorylation. Pour cela, nous avons eu recours a
des constructions dans lesquelles Drs2p est séparée de |'étiquette Bad par un site de coupure par la
protéase TEV (et non pas par la thrombine, voir justification dans le Chapitre « Purification »). Les
membranes C3 co-exprimant Drs2p et Cdc50p ont été incubées avec la TEV, puis traitées comme
précédemment pour la mesure de la formation de dérivé phosphorylé et de la cinétique de
déphosphorylation. Comme le montre la Figure 22 (panneau D), Drs2p débarrassée de son étiquette
Bad C-terminale se comporte de fagon similaire a Drs2p-Bad, ce qui suggere que I'étiquette n’a pas
d’influence sur la capacité de la PS a stimuler la déphosphorylation en présence de PI(4)P. Pour
controle, une analyse par western-blot montre que la protéase TEV a effectivement clivé les
étiquettes fusionnées a Drs2p et Cdc50p, puisque le signal spécifique des étiquettes disparait aprés
incubation avec la protéase.
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Figure 22. Effet de différents lipides sur la cinétique de déphosphorylation de Drs2p.

Les membranes C3 contenant Drs2p et Cdc50p, diluées ¢ 0,5 mg/mL dans 200 ulL du tampon A (100 mM KCl, 5
mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris a pH 7) supplémenté de 100 uM CaCl, et 1 mM EGTA, ont été solubilisées par 5
mg/mL de DDM, en présence ou en absence de 0,25 mg/mL de lipides. Apres phosphorylation pendant 25
secondes dans la glace, les cinétiques de déphosphorylation ont été réalisées avec un protocole « sans
dilution » : la déphosphorylation a été déclenchée par transfert dans un tube pré-équilibré a 37°C contenant 20
uL de Mgz+-ATP non radioactif a 10 mM. A. Cercles blancs : DDM seul. Cercles noirs : DDM + POPS. B. Carrés
blancs : DDM+POPC. Carrés noirs : DDM+POPC+POPS. C. Triangles blancs : DDM+PI(4)P. Triangles noirs : DDM+
PI(4)P+POPS. D. Symboles blancs : DDM+ PI(4)P. Symboles noirs : DDM+ PI(4)P+ POPS. Triangles : avant clivage
par la protéase TEV. Losanges : aprés clivage par la protéase TEV. Le clivage a eu lieu pendant la nuit a 4°C en
présence de la protéase TEV. 2 ug de protéines totales ont été déposées sur SDS-PAGE. La présence de Drs2p-
Bad est révélée par la sonde avidine et la présence de Cdc50p-His,, par la sonde histidine.
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h) Discussion

La qualité des membranes C3 que nous avons obtenues, aprés co-expression de Drs2p-Bad et de
Cdc50p-Hisyg, nous a permis d’étudier la phosphorylation et la déphosphorylation du complexe
Drs2p/Cdc50p sans avoir besoin de le purifier. 3% de Drs2p dans les membranes C3 conduisent a un
niveau de phosphorylation & I’état stationnaire de ~3 pmol de **P pour 100 ug de protéines totales,
soit 1 nmol de **P par mg de Drs2p ou 0,15 mol de **P par mol de Drs2p. Ceci est comparable a la
stoechiométrie de 0,2 mol de **P par mol d’ATP8A2 observée pour ATP8A2 purifiée en absence de PS
(Coleman et al., 2012). En revanche, c’est inférieur & la mesure obtenue dans le cas de I’ATPase-Ca”*,
Sercala, qui est de 4 nmol de **P par mg de réticulum sarcoplasmique, soit quasiment 1 mol de *’P
par mol de Sercala. Néanmoins, la qualité des membranes C3 obtenues suffit pour mesurer cette
phosphorylation avant toute purification (méme si cela ne préjuge pas de l'activité ATPasique
spécifique de Drs2p). Rappelons que la stcechiométrie de phosphorylation mesurée précédemment
pour Drs2p était seulement de 0,02-0,03 mol de **P par mol de Drs2p purifiée (Lenoir et al., 2009), et
pour ATP8B1 ou ATP8B2, de 0,01 mol de 32p par mol d’ATP8B1 ou de 0,0004 mol de 2p par mol
d’ATP8B2 (Bryde et al., 2010). Cet avantage est important pour la dissection du mécanisme
moléculaire du transport de lipides réalisé par le complexe Drs2p/Cdc50p.

Des études antérieures ont montré la nécessité de la présence des protéines de la famille CDC50
pour I'adressage (Chen et al., 1999; Furuta et al., 2007; Saito et al., 2004)mais aussi pour la fonction
des ATPases P4 associées. Par exemple, Lenoir et ses collegues ont montré que le niveau de
phosphorylation de Drs2p était 6 fois supérieur en présence de Cdc50p qu’en son absence (4 mmol
de *’P par mol de Drs2p contre 24 mmol de **P par mol de Drs2p en présence de Cdc50p (Lenoir et
al., 2009)). De méme, pour ATP8B1 ou ATP8B2, il a été montré par la méthode des gels acides (dits
« Sarkadi ») que la protéine CDC50A était indispensable pour la détection d’un dérivé phosphorylé,
puisqu’on ne détecte pas de dérivé phosphorylé en son absence (Bryde et al., 2010). D’autre part, il a
été montré que la capacité d’ATPases P4 de plantes, ALA2 et ALA3, ou de mammiferes, ATP8B1, a
transporter la NBD-PS était dépendante de la présence de leur sous-unités associées ALIS
(équivalentes aux protéines CDC50 pour les plantes, (Lopez-Marques et al., 2010)) ou CDC50A (Bryde
et al., 2010), respectivement. Nous avons vu que dans notre cas, la co-expression de Drs2p avec
Cdc50p était aussi indispensable a la phosphorylation de Drs2p. Ceci corrobore donc les études
précédentes.

Au vu de la différence de niveau de phosphorylation a I'état stationnaire pour Drs2p, dans les
membranes C2 et C3, nous nous sommes demandé si les glycosylations de Cdc50p étaient
importantes pour la phosphorylation de Drs2p, puisqu’une autre différence entre les membranes C2
et C3 est la glycosylation de Cdc50p. Nos résultats ont montré que, apres formation du complexe
Drs2p/Cdc50p, la déglycosylation de Cdc50p n’était pas critique. Des résultats précédents avaient
d’ailleurs montré que des mutations individuelles des sites de glycosylation prédits n’avaient pas
d’effet sur le transport de NBD-PS par le complexe ATP8A2/CDC50A, contrairement aux mutations
multiples (Coleman and Molday, 2011). Ainsi, la glycosylation des protéines CDC50 est probablement
importante dans les étapes initiales de la formation du complexe des protéines CDC50 avec les
ATPases P4, et dans l'adressage du complexe, plutét que via son effet intrinseque au sein du
complexe.
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Les protéines CDC50 ont quelques caractéristiques en commun avec les sous-unités  des ATPases
de type P de la sous famille P,c (Na'/K*-ATPase et H*/K*-ATPase ; (Puts and Holthuis, 2009)). Ces deux
familles de protéines contiennent une courte extrémité N-terminale du c6té cytoplasmique, liée par
une hélice transmembranaire a un large ectodomaine globulaire. Ce dernier comporte des cystéines
conservées qui forment des ponts disulfures, ainsi que des sites de glycosylation. Cependant, dans le
cas des protéines CDC50, cet ectodomaine serait lié par une autre hélice transmembranaire a une
courte extrémité C-terminale, localisée du c6té cytoplasmique elle aussi, et il n’y a a priori pas de lien
évolutif entre les sous-unités CDC50 et les sous-unités B, puisqu’il n’y a pas d’homologie de séquence
identifiable entre elles. Quoi qu’il en soit, les sous-unités CDC50 et les sous-unités B sont toutes deux
requises pour I'export de leur partenaire du réticulum endoplasmique, mais on ignore si c’est leur
seul réle. Des études ont suggéré que ces sous-unités interagissaient plutét avec les formes « E2 »
des ATPases de type P4 et P2, et seraient donc impliquées dans le transport du substrat du coté
externe vers le coté interne (Durr et al., 2008; Lenoir et al., 2009).

Nous avons testé I'effet du cobalt et du zinc sur la mesure du niveau de phosphorylation car il a
été montré qu’ils étaient toxiques pour les levures délétées pour les ATPases P4 (Siegmund et al.,
1998). Cependant, dans notre étude, ces ions n‘ont pas d’effet direct sur la phosphorylation de
Drs2p. L'EDTA quant a lui a un effet explicable par le fait que le substrat des ATPases de type P est le
Mg2+—ATP. Le calcium, le sodium, le zinc, le cobalt, le lanthane, le sulfate, 'oxalate ou 'arsenate ne
sont donc probablement pas transportés du co6té interne vers le c6té externe en échange du
phospholipide. Ceci corrobore les résultats récents qui ont suggéré que la fixation d’un ion sur la
forme « E1 », et son transport, par ATP8A2, et plus généralement par les ATPases P4, ne seraient pas
nécessaires pour la réalisation du cycle catalytique par I’ATPase (Coleman et al., 2012).

Lors de la mesure du niveau de phosphorylation, un composant insensible au vanadate a été
observé. Ce composant est probablement di a la phosphorylation de protéines autres que Drs2p,
voire aussi a la phosphorylation de Drs2p par des kinases, ailleurs que sur I'aspartate 560.

Nous nous sommes ensuite intéressés a 'effet d’inhibiteurs connus des ATPases de type P sur la
formation de dérivé phosphorylé. L'inhibition par le vanadate avait déja été montrée pour Drs2p et
ATP8B1 (Bryde et al.,, 2010; Lenoir et al., 2009). Drs2p est inhibé par le vanadate pour des
concentrations de I'ordre du micromolaire, et assez rapidement (~1 minute), quelle que soit la
température. Il est connu que pour les ATPases de type P2, le vanadate se lie a la forme « E2 »
suggérant que Drs2p est plutét sous une conformation de type « E2 » dans les membranes C3.

Nous avons aussi testé les composés fluorés qui interagissent avec les conformations de type
« E2 » de certaines ATPases P2. Le fluorure d’aluminium, de béryllium et de magnésium inhibent
Drs2p avec des vitesses relatives similaires a celles observées pour Sercala. Par ailleurs, dans
I’objectif de purifier le complexe, nous nous sommes rappelés que les composés fluorés avaient
permis |'obtention de la structure de Sercala en absence de calcium et de thapsigargine (Olesen et
al., 2007; Toyoshima, 2007) : en effet, I'addition des inhibiteurs permet de stabiliser Sercala lors de
la solubilisation, alors que, en absence d’inhibiteurs, Sercala s’inactive rapidement dés I'ajout de
détergent. Les composés fluorés pourraient donc nous permettre de stabiliser Drs2p pendant sa
purification. Il semble méme envisageable, pour réaliser des mesures fonctionnelles aprés
purification, de pouvoir ensuite relarguer ces inhibiteurs. Nos résultats montrent que I'on peut
relarguer le fluorure d’aluminium de trois manieres : la premiere en utilisant I'EGTA pour chélater
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|’aluminium, la seconde en utilisant le chélateur de fer et d’aluminium, la Desferrioxamine B, et le
troisieme en rendant le pH plus alcalin (en effet, le complexe inhibiteur est AlF,” qui entre en
compétition avec Al(OH), aux pH alcalins).

Concernant I'étude de la solubilisation du complexe, nous avons essayé des conditions ayant déja
été mises a profit pour I'étude d’ATPases P4, comme le mélange CHAPS, DTT et lecithine d’ceuf pour
ATP8A2 (Coleman et al., 2009) ou la digitonine pour Drs2p (Lenoir et al., 2009). Nous avons aussi
essayé le DDM, qui est un détergent doux qui a été utilisé avec succés pour I'obtention de la
structure de la pompe a proton de plantes AHA2 (Pedersen et al., 2007), et le C;,Eg, utilisé avec
succes pour I'obtention de la structure de Sercala par notre laboratoire (Jidenko et al., 2005). Il en
est ressorti que le DDM était le meilleur choix pour solubiliser le complexe Drs2p/Cdc50p glycosylé,
tout en maintenant la formation de quantités suffisantes d’enzyme phosphorylée, et en minimisant
I'inactivation irréversible induite par la plupart des détergents. Cet effet protecteur est peut-étre d
a une délipidation moindre et a une meilleure préservation de l'interaction entre Drs2p et Cdc50p.

Nous avons aussi mesuré la cinétique de déphosphorylation de Drs2p, en commengant par
phosphoryler Drs2p jusqu’a atteindre |I’état stationnaire avec de I’ATP radioactif puis en chassant cet
ATP radioactif par un large excés d’ATP non radioactif. Dans ces conditions, Drs2p phosphorylée
termine son cycle catalytique mais prend au cycle suivant un ATP non radioactif au lieu d’'un ATP
radioactif ; la cinétique de déphosphorylation limite le turnover du catalytique global. Nous avons
observé que la déphosphorylation de Drs2p était bien dépendante de la température, comme on
I'attend, mais qu’elle était trés lente : 1 a 2 minutes a 37°C (a titre de comparaison celle de Sercala
est terminée en 2 secondes a 4°C). D’autre part, la déphosphorylation de Drs2p semble insensible a
I’ADP. Comme par ailleurs la reformation d’ATP a partir d’ADP par la conformation « E1P » est a priori
tres rapide (tandis que la conformation « E2P » ne peut plus reformer I’ATP, d’ol les appellations
« conformation de basse (« E2P ») ou haute énergie (« E1P ») »), ceci suggére fortement que Drs2p
phosphorylé serait plutot dans une conformation de type « E2P ».

C'est la premiere fois que I'on est capable de mesurer une cinétique de déphosphorylation pour
Drs2p, montrant que le complexe Drs2p/Cdc50p est capable de réaliser un cycle catalytique complet.
Les travaux précédents n’avaient pas réussi a montrer que les complexes Drs2p/Cdc50p et
ATP8B1/CDC50A étaient capables de réaliser un tel cycle complet (Bryde et al., 2010; Lenoir et al.,
2009).

Sur la base de mesures d’activité » ATPasique, il a cependant été suggéré que 1 molécule de
Drs2p serait capable d’hydrolyser 70 ATPs par minute (Zhou and Graham, 2009). Ceci est beaucoup
plus rapide que ce que I'on s’attendrait a mesurer au vu de nos cinétiques de déphosphorylation de
Drs2p (Fig. 20, 1 ATP toutes les 2 minutes). Il faut noter que la mesure d’activité ATPasique dans
I’étude de Zhou & Graham de 2009 était réalisée en présence du détergent Cy,Eq, dont la structure
est proche du Cy,Ez que nous avons utilisé. La vitesse de déphosphorylation de Drs2p est plus élevée
dans ce dernier détergent que dans le DDM ou en membrane (Fig. 20), ce qui impliquerait un turn-
over plus élevé. De plus, le transport de NBD-PS par Drs2p lors de cette étude (3 NBD-PS transportés
par minute par Drs2p (Zhou and Graham, 2009)) était plus lent que celui attendu sur la base de la
vitesse d’hydrolyse de I'ATP mesurée (en supposant qu’l molécule d’ATP permet le transport d’'1
molécule de NBD-PS).
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Si maintenant on considére une autre ATPase P4, ATP8A2 préparée a partir des photorécepteurs
de la rétine, sa déphosphorylation est beaucoup plus rapide que celle de notre complexe
Drs2p/Cdc50p (Coleman et al., 2012). La déphosphorylation d’ATP8A2 est quasiment aussi rapide
que celle de Sercala. Et cette déphosphorylation d’ATP8A2, de méme que son activité ATPasique,
sont stimulées par la PS.

Les raisons d’une telle différence d’activité entre ATP8A2 et Drs2p sont inconnues. Il est possible
que le transport de lipides, rapide, bidirectionnel et indépendant de I’ATP, catalysé par I'opsine dans
les membranes des cellules des photorécepteurs de la rétine (Menon et al., 2011), nécessite la
présence d’une flippase dont la vitesse de transport doit étre tres élevée pour que la PS reste
majoritairement localisée dans le feuillet cytosolique. Et comme aucune flip-floppase indépendante
de I’ATP n’a été identifiée dans les membranes du trans-Golgi de la levure, il ne serait pas nécessaire
que, dans la levure, le transport de lipides pour maintenir I'asymétrie soit aussi rapide. On ne peut,
par ailleurs, pas exclure que I'environnement lipidique nécessaire a I'activité de Drs2p soit en partie
perdu aprés la relativement longue préparation nécessaire pour obtenir les membranes C3, et que
cela perturbe I'activité catalytique de la protéine.

Evidemment, il serait intéressant de pouvoir mesurer |'activité ATPasique de Drs2p dans nos
membranes C3. Malheureusement il nous est impossible de mesurer cette activité ATPasique de
Drs2p en membrane, a cause de la présence d’une activité d’hydrolyse de base, contaminante, due
probablement a d’autres ATPases (entre autres, I’ATPase a proton de la membrane plasmique de
levure, Pmalp dont la présence est confirmée par western-blot, Fig. 10). En effet, méme en présence
d’azide qui inhibe les ATPases de mitochondrie, 'activité dans les membranes C3 est de 50 a 100
nmol d’ATP hydrolysé par minute par mg de protéines totales (pour les membranes contenant Drs2p
sauvage ou mutante et en présence de Cdc50p) a 30°C et en présence de 1 mM d’ATP (données non
montrées), alors que, sur la base de la cinétique de déphosphorylation du complexe Drs2p/Cdc50p,
on s’attend a mesurer pour le complexe une activité 100 a 1000 fois inférieure. Nous aurons donc
besoin de purifier le complexe Drs2p/Cdc50p pour réaliser la mesure de son activité ATPasique.

Pour étudier I'effet des lipides sur Drs2p, nous avons commencé par tester I'effet de différents
détergents sur la cinétique de déphosphorylation du complexe. En effet, les détergents sont
nécessaires pour pouvoir délivrer un lipide insoluble dans I’environnement d’une protéine
membranaire. Par chance, le DDM ne perturbe pas beaucoup la cinétique de déphosphorylation
(celle-ci est par contre accélérée en présence de Cq,Ezou diC;PC, ce qui explique peut-étre le niveau
plus faible de phosphorylation a I'état stationnaire de Drs2p dans ces détergents).

Nous nous sommes alors intéressés particulierement a I'effet de la PS. Dans le cas des ATPases de
type P2 (Sercala et Na'/K'-ATPase, par exemple), la fixation de I'ion contre-transporté (H* ou K*)
apreés la transition « E1P-E2P » déclenche la déphosphorylation. Dans le cas des ATPases de type P4,
la fixation du substrat de transport (pour Drs2p, la PS) devrait donc également stimuler la
déphosphorylation de la protéine. Or, lorsque nous avons mesuré la cinétique de déphosphorylation
de Drs2p, en présence d’une grande quantité de DDM qui va largement diluer les protéines et les
lipides endogenes, la déphosphorylation a été ralentie par I'addition de PS. L’effet stimulateur de la
PS sur la cinétique de déphosphorylation n’a été observé qu’en présence de PI(4)P. Cet effet du
PI(4)P sur la déphosphorylation de Drs2p est en adéquation avec ceux montrant que le PI(4)P stimule
le transport de NBD-PS au niveau des membranes du trans-Golgi (Natarajan et al., 2009).

Il peut sembler bizarre que le substrat (PS) ne stimule pas dans tous les cas le cycle catalytique de
I’enzyme sur laquelle il se fixe. Mais il se pourrait que, en absence de PI(4)P, la PS ajoutée puisse
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accéder a son site de fixation sans pouvoir étre transportée ; cette fixation pourrait bloquer la
protéine dans la conformation « E2P », et seule la fixation de PI(4)P permettrait de débloquer la
protéine, le transport de la PS et le cycle catalytique.

Nous avons observé qu’en présence de faibles quantités de détergent, la PS seule ne ralentit plus
la déphosphorylation tandis que le PI(4)P stimule la déphosphorylation en présence ou en absence
de PS exogéne (Fig. 23). Il se pourrait que, dans ce cas-la, la quantité de détergent utilisée ne soit pas
suffisante pour déplacer la PS endogéne, et que I'ajout de PI(4)P exerce un effet stimulateur parce
gu’il serait initialement absent des membranes C3, a cause de sa courte durée de vie dans les
membranes.

(1 g DDM +/-0.05 g lipide )/g protéines

" - Pl4P +Pl4P +/- PI4P
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Figure 23. Effet de différents lipides sur la cinétique de déphosphorylation de Drs2p en présence de faibles
quantités de DDM.

Les membranes C3 contenant Drs2p (ou DrsZpDSGON, cercles gris panneau A) et Cdc50p ont été diluées a 0,5
mg/mL dans 200 ul du tampon A (100 mM KCl, 5 mM MgCl, et 50 mM Mops-Tris & pH 7) supplémenté de 100
UM CaCl, et 1 mM EGTA, puis solubilisées par 0,5 mg/mL de DDM, en absence ou en présence de 0,025 mg/mlL
de lipides. Les cinétiques de déphosphorylation ont été réalisées aprés phosphorylation pendant 25 secondes
dans la glace permettant d’atteindre I’état stationnaire, dans les conditions précédemment décrites. La
déphosphorylation a été déclenchée par transfert dans un tube pré-équilibré a 37°C contenant 20 ulL de Mg2+—
ATP non-radioactif a 10 mM (protocole « sans dilution »). A. Cercles blancs: DDM seul. Cercles gris :
Drs2p”**”"/Cdc50p en présence de DDM seul. Cercles blancs avec une croix : DDM+POPS. Triangles inversés :
DDM+POPC. Triangles inversés avec une croix : DDM+POPS+POPC B. Losanges blancs : DDM+PI(4)P. Losanges
blancs avec une croix : DDM+PI(4)P+POPS. Hexagones : DDM+PI(4)P+POPC. C. Superposition des panneaux A et
B. Dans tous les cas, le dérivé phosphorylé initialement formé a I’état stationnaire en présence d’ATP radioactif
a été mesuré (cercles noirs avec la barre d’erreurs).

Rappelons que le PI(4)P est un régulateur important du trafic membranaire, en permettant,
notamment, le recrutement des effecteurs nécessaires a la formation des vésicules a clathrine (Wang
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et al.,, 2003). L'effet du PI(4)P sur la déphosphorlation de Drs2p est donc en adéquation avec
I'implication de cette la « flippase » Drs2p dans le trafic membranaire.

En résumé, nous avons réussi a mettre au point une procédure de co-expression qui nous permet
d’obtenir une fraction membranaire contenant 3% de Drs2p (10 mg a partir de 1L de culture). Cette
fraction, enrichie en un complexe de Drs2p et Cdc50p glycosylée actif, nous a permis de commencer
a caractériser ce complexe du point de vue de sa fonction. Pour des études plus approfondies de
I"activité catalytique de ce complexe, du mécanisme du transport de lipides qu’il réalise
probablement, et pour sa cristallisation en vue d’études structurales, nous devons maintenant
purifier ce complexe aprées I'avoir solubilisé par un détergent. Dans le cas ol le complexe serait
instable en présence de grandes quantités de détergent, nous pourrons envisager d’utiliser les
composés fluorés qui ont déja servi pour la cristallisation de Sercala en absence de calcium, et
notamment le fluorure d’aluminium dont nous serons aussi capables de lever I'inhibition pour des
études fonctionnelles ultérieures.
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111.2 Purification du complexe Drs2p/Cdc50p

[11.2.1 Introduction

Pour permettre la poursuite de I'étude fonctionnelle du complexe et le démarrage de son étude
structurale, nous devons le purifier ; cette future étude structurale nécessitera en outre I'obtention
de grandes quantités du complexe purifié.

Notre stratégie initiale pour cette purification était, aprés solubilisation des membranes C3, de
réaliser une purification par chromatographie d’affinité en tandem : nous pensions utiliser tout
d’abord une résine Ni**-NTA pour retenir Cdc50p-Hisy, (par I'intermédiaire de son étiquette de 10
histidines) en complexe ou non avec Drs2p. Ensuite, I’éluat de la chromatographie d’affinité sur
résine Ni**-NTA devait étre mis en présence d’une résine streptavidine pour retenir seulement le
complexe protéine Drs2p-Bad biotinylée/protéine Cdc50p-Hisi,. Pour I’élution du complexe, le
protocole mis au point au laboratoire par Marie Jidenko (lidenko et al., 2006) prévoyait enfin
I'utilisation d’'une protéase pour séparer la protéine de son étiquette Bad (et ainsi éviter d’avoir a
utiliser les conditions dénaturantes nécessaires pour rompre la liaison avidine-biotine). Par la suite,
apres solubilisation des membranes C3, il s’est avéré plus efficace de réaliser directement I'étape de
chromatographie par affinité sur résine streptavidine, et nous avons aussi dii changer la protéase
utilisée. Les résultats présentés dans ce chapitre font I'objet d’un article en cours de rédaction.

[11.2.2 Essais initiaux de purification par chromatographie d’affinité en tandem

La premiére étape initialement prévue faisait appel & I'utilisation d’une résine Ni**-NTA. Les
résultats de I'expérience sont présentés sur la Figure 1. Dans 'expérience illustrée sur cette Figure,
Drs2p-Bad et Cdc50p-His;g glycosylée ont été solubilisées en partie (comparer les puits « Tppy » et
« Sppm » en western-blot, Fig. 1B) et se sont toutes les deux, pour |'essentiel, fixées a la résine NiZ*-
NTA (comparer le solubilisat (« Sppy ») et le non retenu (« NR »), Fig. 1B), comme nous I'avons déja
vu dans le chapitre précédent sur la Figure 13. Aprés élution par 250 mM d’imidazole les western-
blots révelent a la fois Drs2p-Bad et Cdc50p-His;o, comme espéré (Fig. 1B & 1C, puits « Elya »).

Sur le gel coloré au bleu de Coomassie (Fig. 1A), le puits « Elyra » montre un enrichissement
évident pour Cdc50p-His;y glycosylée (masse moléculaire estimée a 45 kDa auxquels il faut ajouter
les glycosylations); mais dans la zone de migration ou Drs2p-Bad est attendue, on voit deux
polypeptides au lieu d’un: I'un avec la masse attendue (masse moléculaire estimée a 163 kDa), et
I"autre migrant un peu plus vite. Ce deuxiéme peptide correspond probablement a une version
tronquée de Drs2p-Bad, puisqu’il est également révélé par un anticorps anti-Drs2p (Fig. 1C, a-Drs2p),
et la troncature semble avoir eu lieu dans la partie C-terminale de Drs2p puisque que ce deuxiéme
peptide n’est pas détecté par la sonde avidine (Fig. 1B) (il est nommé « Drs2p-ACter » sur la Figure
1A). Il reste un peu de Drs2p-Bad et de Cdc50p-His,, retenu sur la résine Ni*-NTA (sonde avidine et
sonde histidine, Fig. 1B, puits « R* »).

On estime avoir obtenu 40 pug de Drs2p dans I’éluat 1 (puits « E1 yra »), dans un éluat a 50 ng de
Drs2p/uL, en comparant, par bleu de Coomassie, 'intensité de la bande correspondant a Drs2p-Bad
avec celle d’'une gamme de réticulum sarcoplasmique (Fig. 1A). Au départ, nous avions 10 mL 3

99



2 mg/mL, soit 20 mg de membranes C3 contenant 3% de Drs2p-Bad (Fig. 9, Chapitre 111.1), soit 600 g
de Drs2p. En tenant compte de I’éluat 2, qui contient aussi 40 pg de Drs2p et qui n’est pas montré ici,
on obtient donc un rendement d’environ 14 % (par rapport a la quantité de au Drs2p contenue dans
les C3). Ce faible rendement a la fin de cette premiére étape laisse supposer que I'on obtiendra trés
peu de complexe Drs2p/Cdc50p a la fin de la seconde étape.

Par ailleurs, nous avons déduit de ces essais que Cdc50p-Hisyg était plutdt en exces par rapport a
Drs2p-Bad (et non I'inverse). En effet, la quasi-totalité de Cdc50p-His,, et de Drs2p est retenue sur la
résine Ni-NTA (comparer le puits « Sypy » au puits « NRyra », sur les 3 gels de la Figure 1C). Nous en
avons déduit qu’une purification en une étape sur la résine streptavidine serait probablement
suffisante pour nous permettre de ne récupérer que le complexe Drs2p/Cdc50p, sans avoir
nécessairement recours a une purification en tandem. Une purification en une seule étape nous
permettrait aussi de raccourcir le temps d’exposition du complexe Drs2p/Cdc50p a de fortes
guantités de détergents, dont I'effet sur I'inactivation de Drs2p a été étudié dans le Chapitre Ill.1,
Figure 20. Apres plusieurs tentatives pour améliorer la qualité de la purification par résine Ni**-NTA,
cette stratégie de purification par deux chromatographies successives sera donc finalement
abandonnée (voir plus loin). Mais ces essais initiaux avec la résine Ni-NTA nous ont permis quelques
observations supplémentaires utiles. Par exemple, sur le gel révélé par a-Drs2p de la Figure 1C, nous
avons aussi remarqué que le fragment tronqué de Drs2p est lui aussi retenu puis élué, ce qui
suggererait que Cdc50p-His;o se complexe presque indifféremment avec Drs2p-Bad ou Drs2pAcCter.
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Figure 1. Purification par chromatographie d’affinité sur résine Ni>*-NTA 2 partir de membranes C3 contenant
le complexe Drs2p/Cdc50p.

Les membranes C3 ont été diluées a 2 mg/mL de protéines totales dans le tampon de solubilisation SB (10 mM
Tris-HCI pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 20% (v/v) glycérol ; 5 mM MgCl,) supplémenté avec 1 mM de PMSF et 1X d’un
cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche). Le complexe Drs2p-Bad/Cdc50p-His,, a été purifié comme décrit
dans le « Matériel et Méthodes », Chapitre 11.6.b. A. Analyse de la purification par coloration au bleu de
Coomassie; 5 uL de chaque fraction a été déposé. B. Analyse de la purification par western-blot; 0,4 ulL de
chaque fraction a été déposé. C. Analyse par western-blot de la fixation sur la résine Ni**-NTA et de I'élution de
Drs2p-Bad, Drs2p tronquée et de Cdc50p-His;, . Apreés solubilisation par le DDM dans les conditions classiques
d’une purification sur résine Ni**-NTA, 1 ulL de chaque fraction a été déposé. Acclp, acétyl-CoA carboxylase ;
Pyc1/2p, pyruvate carboxylase. La détection de Drs2p-Bad a été effectuée a I'aide d’une sonde avidine ou de
I'anticorps a-Drs2p alors que la détection de Cdc50p-Hisy, a été faite a I'aide d’une sonde histidine.
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La deuxieme étape de ces essais initiaux de chromatographie en tandem (fixation sur résine
streptavidine suivie d’une coupure (par la thrombine) entre Drs2p et son étiquette Bad) a été
néanmoins réalisée. Sur la Figure 2, on peut voir que Drs2p-Bad issu de la purification Ni**-NTA (puits
« Ena ») @ bien été retenu par la résine streptavidine (puisqu’il se retrouve enrichi sur la résine « Rq »,
qui représente la totalité des protéines qui sont retenues par la résine streptavidine aprés lavages).
Comme attendu, la protéine tronquée (Drs2pACter) n’a, elle, pas été retenue puisque, suivant notre
hypothése, Drs2pACter n’a plus le domaine accepteur de biotine (Bad) qui permet la rétention de
Drs2p-Bad par la résine streptavidine (Fig. 2, comparer les puits « Eyra » €t « Ry »). Cdc50p-Hisyg est
elle aussi retenue (mais apparemment en moins grande proportion, comme si Cdc50p-His,, était en
exceés par rapport a Drs2p-Bad (comme déja suspecté plus haut), ou comme si le complexe dans
« Enta » était partiellement dissocié, peut étre a cause de I'imidazole). Par contre, |'incubation de la
résine avec la thrombine ne fait pas apparaitre le polypeptide Drs2p prévu (puits « Rz », Fig. 2), a la
masse moléculaire attendue de 154 kDa, mais des peptides plus courts. Le western-blot (non
montré) est rendu compliqué et quasiment indéchiffrable a cause de ces coupures.

La thrombine doit donc posséder dans Drs2p un site de coupure non-prédit par le logiciel
PeptideCutter, en plus du site introduit dans notre construction. Ces essais initiaux nous auront donc
permis de nous rendre compte que nous devions changer le type de site de coupure. De fait, nous
avons par la suite changé le site de clivage entre Drs2p ou Cdc50p et leurs étiquettes respectives : le
site de clivage par la protéase TEV, connue pour sa spécificité (Dougherty et al., 1988), a été introduit
dans de nouvelles constructions.
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Figure 2. Purification par chromatographie d’affinité sur une résine streptavidine, a partir de I'éluat de la
purification sur résine Ni**-NTA.
Apreés avoir équilibré la résine streptavidine dans le tampon SSR (50 mM de Mops-Tris pH 7, 100 mM de KCl, 5
mM de MgCl, et 20% (v/v) de glycérol) supplémenté de 0,2 mg/mL de DDM, I’éluat Ni-NTA (« Enra »), dilué 10
fois dans le tampon SSR, a été mis en contact avec la résine streptavidine pendant une nuit a 4°C avec un ratio
résine/protéines cibles (Drs2p-Bad) de 1 mlL/0,8 mg. Le lendemain, le non retenu a été récupéré par
centrifugation @ 1000 g pendant 3 minutes et a 4°C (eppendorf 5430 centrifuge, rotor F35-6-30). La résine a été
alors lavée, a 4°C, par 4 volumes de résine avec du tampon SSR modifié (1M de NaCl a la place de 100 mM de
KCl) supplémenté avec 0,2 mg/mL de DDM (rotor F241.5P sur Beckman Microfuge 22R), puis avec du tampon
SSR supplémenté avec 0,2 mg/mL de DDM et 1,5 mM de CaCl,, trois fois en tout. Pour I’élution, la résine a été
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resuspendue dans 1 volume de résine de tampon SSR supplémenté de 0,2 mg/mL de DDM et de 1,5 mM de
CaCl,, a température ambiante (« Ry »). On a ajouté alors deux unités de thrombine et on a incubé 30 minutes
sur la roue a température ambiante (« Ry »). Pour I'analyse par coloration au bleu de Coomassie, 5 ulL de
chaque fraction a été déposé.

111.2.3 Purification du complexe Drs2p/Cdc50p en une seule étape, par chromatographie d’affinité sur

résine streptavidine

a) Obtention de constructions possédant une étiquette clivable par la protéase TEV

Afin de remplacer le site de clivage par la thrombine par un site de clivage par la protéase TEV,
nous avons di commencer par réaliser ce changement sur les vecteurs de simple expression
(pYeDP60_DRS2-Bad(TEV); pYeDP60_DRS2”°°*“-Bad(TEV) et pYeDP60_CDC50-Hiso(TEV)), puis les
vecteurs de co-expression ont été produits de la méme maniére que précédemment
(pYeDP60_DRS2-Bad/CDC50-Hisqo(TEV) et pYeDP60_DRS2"°°““-Bad/CDC50-Hiso(TEV)). La Figure 3
montre que l'introduction d’un site de coupure par la protéase TEV n’altére pas la capacité des
constructions contenant DRS2 sauvage et/ou CDC50 a restaurer la croissance a basse température
des souches Adrs2 ou Acdc50, respectivement.
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Figure 3. Test de restauration de la croissance des levures Adrs2 (A) ou Acdc50 (B) a basse température.
Les souches de levure délétées (Adrs2 ou Acdc50) ont été transformées par divers vecteurs. Pour contréle, les

souches de levure délétées ou sauvages ont été transformées par le vecteur vide. Les souches de levures
délétées (Adrs2 ou Acdc50) ont été transformées pour exprimer DRS2, DRS2"**™" ou €DC50 seul, ou DRS2 avec
DRS2 ou DRS2”™" avec CDC50. DRS2 et DRS2™°”" ont été étiquetés avec une séquence codant Bad en position
3’ (DRS2-Bad et DRS2"°°""-Bad), et CDC50 g été étiqueté en position 3’ avec une séquence codant 10 histidines
(CDC50-His ). Le site de clivage (TEV ou THR) introduit entre la protéine et I'étiquette est noté. A. et B. Plusieurs
dilutions des cultures de levures ont été déposées sur un milieu contenant 2% de galactose et 2% de fructose,
pour une croissance a 28°C (a gauche) ou a 20°C (a droite), pendant 3-5 jours.

b) Mise au point de la purification du complexe Drs2p/Cdc50p en une étape

La premiere étape pour purifier des protéines membranaires est la solubilisation. Pour réaliser
cette solubilisation, nous devons choisir un détergent, une concentration de détergent et un temps
de solubilisation. Les choix concernant le détergent et la concentration de détergent a utiliser ont été
guidés par I’étude de I'effet des détergents sur I'inactivation du complexe Drs2p/Cdc50p (Chapitre I,
Fig. 20). Nous avons donc réalisé une cinétique de solubilisation de Drs2p/Cdc50p avec du DDM a un
ratio détergent/protéines totales de 0,5/1 (g/g). Comme on peut le voir sur la Figure 4A, dans les
conditions utilisées pour cette cinétique, la solubilisation est déja maximale a 15 minutes (Fig. A,
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comparer les puits « S » a 15, 120 ou 240 minutes de solubilisation) ; nous avons donc opté pour un
temps de solubilisation de 15 minutes.

On remarque aussi que la solubilisation de Drs2p-Bad semble un peu meilleure lorsqu’on I'analyse
avec la sonde avidine que lorsqu’on I'analyse avec I'anticorps a-Drs2p, dirigé contre le domaine situé
entre les TM4 et TM5 de Drs2p (Fig. 4A). Ceci semble indiquer qu’une partie de la protéine Drs2p-Bad
exprimée n’est pas biotinylée et que cette fraction non biotinylée est moins bien solubilisée que la
fraction biotinylée.

Contrairement a sa version non tronquée, la version tronquée en C-terminal de Drs2p observée
précédemment (Drs2pACter, Fig. 1A) est, quant a elle, totalement solubilisée (a-Drs2p, Fig. 4A,
comparer les puits « T » et « S15 »). Comme déja observé, seule la fraction glycosylée de Cdc50p-
Hisyo est solubilisée (Chapitre I, Fig. 19).

Aprées avoir défini le temps de solubilisation, nous avons cherché a déterminer le temps pendant
lequel il est nécessaire d’incuber la protéine solubilisée avec la résine streptavidine pour que la
fixation soit efficace. Comme le montre la Figure 4B, 120 minutes de fixation sont suffisantes pour
retenir Drs2p-Bad sur la résine streptavidine (Fig. 4B ; a-Drs2p et sonde avidine). Cdc50p-His;o est
aussi retenue en partie a la résine, puisque sa concentration dans la fraction non retenue diminue
avec le temps d’incubation, mais moins efficacement que Drs2p-Bad (Fig. 4B ; sonde histidine vs a-
Drs2p). La fixation apparemment moins efficace de Cdc50p-His;y a la résine streptavidine refléete
vraisemblablement le fait que Cdc50p-Hisy, est en partie liée (cf. Fig. 1C) avec la version tronquée de
Drs2p, Drs2pACter, qui ne se fixe pas a la résine streptavidine.

Pour déterminer les conditions de clivage optimales des étiquettes Bad et His,y par la protéase
TEV, des aliquots de résine ont été prélevés au temps 0 et apres différents temps d’incubation avec
la protéase TEV, et déposés sur SDS-PAGE. Pour limiter les risques de protéolyse de Drs2p par les
protéases de la levure et sachant que la protéase TEV n’est que trois fois moins active a 4°C qu’a 20°C
(Nallamsetty et al., 2004), nous avons réalisé I'incubation avec la protéase TEV a 4°C. Comme on s’y
attend, les protéines naturellement biotinylées de la levure (Acclp, Pycl/2p et Arclp; Fig. 4B ; sonde
avidine), retenues sur la résine streptavidine au temps O (puits « Rq », qui représente la résine avant
incubation avec la TEV), ne se décrochent pas pendant |'incubation avec la TEV. Par contre, Drs2p-
Bad (Fig. 4B ; a-Drs2p et sonde avidine) initialement fixée, est clivée au cours de I'incubation. Notons
gu’en paralléle, Cdc50p-Hisy, (Fig. 4B ; sonde histidine), initialement fixée elle aussi, est également
clivée par la TEV puisque nous avons introduit un site TEV également entre Cdc50p et son étiquette.

Au bout d’une nuit d’incubation, le clivage des étiquettes Bad et His,y est total (Fig. 4B ; puits
« Ryt »). Dans I’éluat (Fig. 4B ; puits « E1 »), on retrouve la protéase TEV (masse moléculaire de 27
kDa), détectée grace a son étiquette de 6 histidines (cf le western blot avec la sonde histidine), et
Drs2p. Mais dans cette expérience de mise au point ou les incubations successives se sont déroulées
sur presque trois jours, on voit deux polypeptides correspondant a Drs2p, d’une part Drs2p
débarrassée de son étiquette (masse moléculaire de ~154 kDa), comme espéré, et d’autre part une
version plus courte de Drs2p (masse moléculaire inférieure a 150 kDa). La version raccourcie de
Drs2p observée ici dans cette expérience est encore différente de celle déja observée et nommée
Drs2pAcCter (Fig. 1, 4A, et 4B) : la nouvelle version tronquée est de mobilité électrophorétique plutot
moins élevée que Drs2pACter tel qu’on peut le voir déja avant I'action de la protéase TEV (a-Drs2p,
puits « Ry » vs puits « NR »), et en outre elle semble étre détectée par la sonde avidine (western blot
correspondant). Ce nouveau fragment de Drs2p, a priori dérangeant, serait donc probablement le
résultat d’'une coupure protéolytique en N-terminal. Heureusement, comme on le verra plus loin, le
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raccourcissement de la procédure de purification grace aux mises au point effectuées au cours des
premiéres expériences (a savoir une solubilisation de 15 minutes et une fixation a la résine
streptavidine de 2 heures) permettra par la suite de limiter le temps d’exposition de Drs2p aux
protéases de la levure et donc de diminuer la proportion de cette nouvelle version tronquée de
Drs2p.
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Figure 4. Mise au point de la purification du complexe Drs2p/Cdc50p par chromatographie d’affinité sur
résine streptavidine a partir des membranes C3: cinétique de solubilisation des membranes C3 (A) et
cinétique de fixation de Drs2p-Bad a la résine streptavidine (B).

A. Analyse, par western-blot, de la cinétique de solubilisation de Drs2p-Bad et Cdc50p-Hisq, par le DDM a un
ratio DDM/protéines totales de 0,5 g/g. Les membranes C3 contenant Drs2p-Bad et Cdc50p-His;, ont été diluées
d 2 mg/mL pour la solubilisation. La solubilisation a eu lieu pendant des temps allant jusqu’a 240 minutes, a 4°C
sous agitation lente, selon la procédure décrite dans le Chapitre « Matériel et Méthodes » pour les purifications
en une seule étape sur résine streptavidine. Des aliquots ont été prélevés a différents temps pour établir la
cinétique de solubilisation. Ces aliquots ont été centrifugés a 88000 g,, pendant 1 heure a 4°C, afin de séparer la
fraction solubilisée de la fraction insoluble. 0,5 ug de fraction totale (« T ») a été déposé ainsi qu’un volume
équivalent du solubilisat (« S ») aprés 15, 120 ou 240 minutes de solubilisation. B. Analyse par western-blot de
la cinétique de fixation a la résine streptavidine et de la purification du complexe Drs2p/Cdc50p. La fraction
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solubilisée pendant 240 minutes a été mise en contact avec la résine streptavidine pendant 6 heures ou toute
une nuit @ 4°C, avec un ratio résine/protéines cibles (Drs2p-Bad) de 1 mL/4 mg. La fraction non retenue a été
collectée apres différents temps d’incubation, par centrifugation de la résine a 500 g pendant 3 minutes et a 4°C
(eppendorf 5430, rotor F35-6-30). La procédure de lavage et d’élution (en absence de PS dans les tampons de
lavage) a ensuite été appliquée sur le solubilisat incubé tout une nuit avec la résine, en suivant le protocole
décrit dans le Chapitre « Matériel et Méthodes ». « S » : solubilisat apres 240 minutes de solubilisation. « NR » :
non retenu aprés 15, 120 minutes ou une nuit d’incubation avec la résine streptavidine. « L » : lavages. « Ry » :
résine aprés lavage et avant incubation avec la protéase TEV. « Rg » et « Ry, » : résine aprés 6 heures ou une
nuit d’incubation avec la protéase TEV. « E; » : éluat 1. Acclp : acétyl-CoA carboxylase, Pycl/2p: pyruvate
carboxylase, Arclp : complexe Acyl-ARN. La détection de Drs2p-Bad a été effectuée a I'aide d’une sonde avidine
ou de I'anticorps a-Drs2p alors que la détection de Cdc50p-Hisq, a été faite a I'aide d’une sonde histidine.

¢) Protocole final de purification du complexe Drs2p/Cdc50p en une seule étape

Nous avons réalisé les expériences suivantes en tenant compte des résultats obtenus au cours de
I’optimisation du protocole, et consistant principalement a raccourcir la procédure de purification. En
outre, sachant que le ratio de 0,5 g/g de DDM/protéines totales utilisé jusqu’ici pour la solubilisation
n’était que tout juste suffisant pour la solubilisation des membranes C3 (tests de diffusion de lumiere
non montrés), nous avons décidé d’utiliser un ratio DDM/protéines totales un peu plus élevé (1 g/g),
mais qui n’entraine cependant pas d’inactivation du complexe Drs2p/Cdc50p (Chapitre Ill.1, Fig.
20D).

Dans cette expérience, comme on peut le voir sur les western-blot de la Figure 5 (C&D),
seulement une petite partie de Drs2p-Bad entier a été solubilisée, alors que la quasi-totalité de la
version tronquée (comparer puits « Tppy » et « S», a-Drs2p) et de Cdc50p glycosylée (sonde
histidine) I’ont été. Si on regarde maintenant le puits correspondant a ce qui n’a pas été retenu par la
streptavidine (puits « NR »), on voit que la fixation de Drs2p-Bad a la résine streptavidine a été quasi-
totale apres 2 heures d’incubation, tandis que la version tronquée de Drs2p, Drs2pACter, ne s’est pas
fixée (voir a-Drs2p). La protéine Cdc50p glycosylée ne s’est que partiellement fixée, pour les raisons
déja discutées. Avec la sonde avidine ou le bleu de Coomassie, on peut voir que les protéines
naturellement biotinylées de la levure se sont elles aussi fixées sur la résine « Rq ». Le puits « Ry »
confirme aussi la fixation d’une partie au moins de Cdc50p-His;y (bleu de Coomassie et sonde
histidine). On constate également que la version tronquée en N-terminal observée lors de nos mises
au point est maintenant quasiment inexistante (puits « Ry », sonde avidine et a-Drs2p); on peut
supposer que cette réduction de la protéolyse est due au raccourcissement du protocole de
purification.

On remarque aussi dans le puits « Rg» (bleu de Coomassie et a-Drs2p) la présence de
polypeptides de migration électrophorétique plus lente que Drs2p-Bad, identifiés par I'anticorps
dirigé contre Drs2p mais pas par la sonde avidine, et qui correspondent peut-étre a des agrégats de
Drs2p mal biotinylé.

Apres action de la TEV, I’élution est presque totale puisqu’on retrouve peu de Drs2p sur la résine
aprés élution (puits « R* », a-Drs2p et bleu de Coomassie). L’éluat, apres coloration au bleu de
Coomassie, ne semble contenir que Drs2p (et ses agrégats), Cdc50p et la protéase TEV.
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Par comparaison avec un dépot de réticulum sarcoplasmique qui contient la protéine Sercala
native en quantité connue (puits « RS 0,5 pg », bleu de Coomassie), nous avons estimé avoir obtenu
0,5 pug de Drs2p dans 5 pL de Iéluat 1, soit 600 pL d’éluat 1 a 0,1 mg/ml ou 60 ug de Drs2p. En tenant
compte des éluats 2 et 3, nous obtenons 80 ug de Drs2p. Comme cet essai a été effectué a partir de
20 mL de fraction membranaire C3 a 2 mg/mL de protéines totales, et sachant que Drs2p-Bad
représente 3 % des protéines de la fraction membranaire C3, nous sommes donc partis de 1200 pg
de Drs2p-Bad : le rendement de purification est donc de 7 %. Comme a partir d’1 litre de culture en
Fernbach, nous obtenons ~35 g de levures qui aboutissent a I'obtention de ~250 mg de protéines
totales dans les membranes C3 (dont Drs2p-Bad représente ~7 mg), pour 1L de culture il devrait étre
possible d’obtenir environ 0,5 mg de Drs2p apres purification par chromatographie d’affinité sur
résine streptavidine.

Un suivi de la formation du dérivé phosphorylé par le [y-**P]ATP a été réalisé au cours de cette
purification. Sur la Figure 5E, on voit que les deux tiers de la phosphorylation vanadate-dépendante
ont été solubilisés (comparer les puits « Tppy » et « S »), et que la moitié seulement des protéines
solubilisées correspondantes s’est fixée a la résine, 'autre moitié étant retrouvée dans le non retenu
(comparer les puits « S » et « NR »). Il est probable que le dérivé phosphorylé mesuré dans le non
retenu provient de la version tronquée en C-terminal de Drs2p-Bad, associée a Cdc50p-Hisy, et qui
ne se fixe pas a la résine (Fig. 1C et 4B). En effet, nous avons par la suite obtenu la certitude que le
fragment Drs2pACter était phosphorylable par I’ATP (voir Chapitre 111.3, Fig. 1).

Comme vu précédemment, le niveau de phosphorylation de Drs2p-Bad dans les membranes C3
est d’environ 3 pmol de *’P/0.1 mg de protéines totales (Fig. 5E). Ceci équivaut & ~3 pmol/3 pg de
Drs2p (Drs2p enrichie a 3% dans les membranes C3). Comparons maintenant cette valeur a celle
obtenue pour le complexe Drs2p/Cdc50p purifié : dans ce dernier cas, on évalue la concentration de
Drs2p dans I’éluat « E1 », par comparaison avec des quantités de Sercala connues, a environ 0,1-0,2
mg/mL et on peut donc estimer le niveau de phosphorylation a ~10 pmol/5-10 ug de Drs2p. Il
apparait donc que le complexe Drs2p/Cdc50p ne s’est pas fortement inactivé au cours de cette étape
de purification.

La purification présentée ici a été réalisée en présence de phosphatidylsérine (POPS), que l'on a
ajoutée dans I'espoir d’éviter la délipidation par le DDM et donc I'inactivation possible du complexe
Drs2p/Cdc50p pendant les étapes de lavage. Un essai réalisé en absence de POPS pendant les étapes
de lavage a été réalisé ; il montre cependant peu de changement concernant la quantité et la qualité
du complexe obtenu.
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Figure 5. Purification du complexe Drs2p/Cdc50p par chromatographie d’affinité sur résine streptavidine, en
présence de POPS.

Les membranes C3 contenant Drs2p-Bad et Cdc50p-His;, ont été diluées a 2 mg/mL dans le tampon SSR et
solubilisées pendant 15 minutes, a 4°C, sous agitation lente. Le ratio DDM/protéines totales était de 1/1 (g/g).
Le complexe Drs2p-Bad/Cdc50p-His,, a été purifié comme décrit dans le Chapitre « Matériel et Méthodes ».
Brievement, le solubilisat a été mis en contact avec la résine streptavidine pendant 2 heures a 4°C avec un ratio
résine/protéines cibles (Drs2p-Bad) de 1 mL/4 mg. Le non retenu a été récupéré par centrifugation et la résine a
alors été lavée 3 fois, a 4°C, par 3 volumes de résine avec le tampon SSR supplémenté de 0,5 mg/mL de DDM, de
0,025 mg/mL de POPS et de 1 mM de PMSF. Le complexe Drs2p/Cdc50p a été élué avec la protéase TEV, dans
un tampon contenant 0,025 mg/mL de POPS, 0,5 mg/mL de DDM et 0,1 mg/mL de TEV. « T » : fraction totale
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avant (« Ty, ») ou aprés (« Tppp ») incubation pendant 15 minutes avec le DDM. « S » : solubilisat. « NR » : non
retenu. « L » : lavage. « Ry » : résine apres lavage et avant incubation avec la protéase TEV. « E; » et « E; » :
premier et deuxiéme éluats recueillis aprés coupure par la protéase TEV. « R* » : résine aprés élution par la TEV.
A. 5 ul de chacune des fractions a été déposé sur SDS-PAGE, sauf pour la fraction « L », pour laquelle 0,75 ul a
été déposé. Le gel a été coloré au bleu de Coomassie. B, C. 1 uL de chacune des fractions a été déposé sur gel
pour analyse par western-blot, sauf pour la fraction « L », pour laquelle 0,15 ul a été déposé. L’anticorps dirigé
contre Drs2p (a-Drs2p) ou la sonde histidine a été utilisé pour la révélation. D. 0,2 uL de chacune des fractions a
été déposé pour analyse par western-blot, sauf pour la fraction « L », pour laquelle 0,04 ul a été déposé. La
sonde avidine a été utilisée pour la révélation. Acclp : acétyl-CoA carboxylase ; Pyc1/2p : pyruvate carboxylase ;
Arclp : complexe Acyl-ARN. E. Pour les mesures de phosphorylation, toutes les fractions ont été diluées 4 fois
dans le tampon A (50 mM Mops-Tris pH 7, 100 mM KCl, 5 mM MgCl,) supplémenté de 100 uM de CaCl,, de 1
mM d’EGTA et de DDM afin d’obtenir une concentration finale de 5 mg de DDM/mL. Du vanadate (VO,) a 1 mM
a été ajouté quand on le souhaitait. La phosphorylation a été déclenchée par I'addition de [y—SZP]ATP a une
concentration finale de 0,5 uM, puis la réaction a été stoppée apres 25 secondes d’incubation avec I'ATP
radioactif par addition d’acide (500 mM TCA supplémenté de 30 mM H;PO,). Aprés précipitation pendant 25
minutes dans la glace, les protéines ont été filtrées et la radioactivité retenue sur le(s) filtre(s) a été mesurée par
scintillation.

D560N

d) Purification du complexe Drs2p -Bad/Cdc50p-His;, par chromatographie d’affinité sur résine

streptavidine

Afin d’avoir un contréle négatif pour la caractérisation fonctionnelle du complexe Drs2p/Cdc50p
purifié, nous avons aussi soumis les membranes C3 contenant la protéine mutée Drs2p”**™-Bad (et
Cdc50p-Hisyg) a une étape de purification par chromatographie d’affinité sur résine streptavidine.
Malheureusement, comme on peut le voir sur la Figure 6, Drs2p”**™-Bad et Cdc50p-Hisiy se
solubilisent trés mal (Fig. 6B et 6C, comparer les puits « Tppw » et « S »). Une trés petite fraction de
Drs2p”***"-Bad et de la protéine Cdc50p glycosylée se fixe tout de méme a la résine streptavidine
puisque I'on peut détecter les 2 protéines dans le puits « Ry » (Fig. 6B et 6C).
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Figure 6. Purification du complexe Drs2p /Cdc50p par chromatographie d’affinité sur résine streptavidine

Drs 2pD5 60N

-Bad et Cdc50p-His,, ont été purifiées par affinité sur résine streptavidine, en une seule étape, selon le
protocole déja décrit pour la purification du complexe avec Drs2p-Bad sauvage sauf que le ratio résine/protéine
cible était ici de 1 mL/2 mg. « T » : fraction totale avant (« Ty, ») ou aprés (« Tppy ») incubation pendant 15
minutes avec le DDM. « S » : solubilisat. « NR » : non retenu. « L » : lavage. « Ry » : résine apreés lavage et avant
incubation avec la protéase TEV. « E; » et « E, » : premier et deuxiéme éluats recueillis apres coupure par la
protéase TEV. « R* » : résine aprées élution par la TEV. A. 5 ulL de chacune des fractions a été déposé sur SDS-
PAGE, sauf pour la fraction « L », pour laquelle 0,75 ul a été déposé. Le gel a été coloré au bleu de Coomassie. B,
C. 1 ul de chacune des fractions a été déposé sur gel pour analyse par western-blot, sauf pour la fraction « L »,
pour laquelle 0,15 ul a été déposé. L’anticorps dirigé contre Drs2p (a-Drs2p) ou la sonde histidine a été utilisé
pour la révélation. D. 0,2 ulL de chacune des fractions a été déposé pour analyse par western-blot, sauf pour la
fraction « L », pour laquelle 0,04 ul a été déposé. La sonde avidine a été utilisée pour la révélation. Acclp :
acétyl-CoA carboxylase ; Pyc1/2p : pyruvate carboxylase ; Arclp : complexe Acyl-ARN.
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e) Analyse par filtration sur gel en HPLC des éluats issus de la purification sur résine streptavidine

Afin de vérifier si Drs2p et Cdc50p forment toujours un complexe stable aprés purification sur
résine streptavidine, mais aussi pour essayer d’augmenter la pureté de la fraction finale, les éluats
issus de la purification sur résine streptavidine (en présence de POPS) ont été déposés sur une
colonne de filtration sur gel. Cette étape de purification supplémentaire doit permettre de séparer le
complexe de ses agrégats éventuels et de conférer a la protéine purifiée les qualités d’homogénéité
souhaitables pour les essais de cristallisation. Le tampon d’élution contenait ici du DDM et de la PS. |l
faut noter que cette étape de filtration sur gel s’est avérée cruciale pour la cristallisation de Sercala
exprimée dans la levure au laboratoire (Jidenko et al., 2005).

De facon préliminaire, une calibration de la colonne a été réalisée avec différentes protéines de
poids moléculaires connus, de méme qu’un contréle avec la protéine Sercala du réticulum
sarcoplasmique de lapin, solubilisée. Sur la calibration (Fig. 7A), le premier pic observé correspond a
la thyroglobuline (masse moléculaire de 670 kDa, volume d’élution: 6,25 mL), le second pic
correspond a I'lgG (masse moléculaire de 150 kDa, volume d’élution : 8,4 mL), le troisieme pic
correspond a I'ovalbumine (masse moléculaire de 45 kDa, volume d’élution : 9,08 mL), le quatrieme
pic correspond a la myoglobine (masse moléculaire de 24 kDa, volume d’élution : 11,07 mL) et le
dernier pic correspond a la vitamine B12 (masse moléculaire de 12 kDa, volume d’élution : 12,8 mL).
Pour le réticulum sarcoplasmique, on observe un pic majoritaire pour les fractions éluées entre 7,5 a
8,25 mL (Fig. 7B). Ce pic correspond a la protéine Sercala, comme le montre le western-blot réalisé a
partir des fractions collectées au cours de la chromatographie (Fig. 7B). Le pic obtenu pour un
volume d’élution de 9-9,5 ml représente les micelles mixtes détergents/lipides (le Maire et al., 2008).

Aprés injection de I'éluat contenant les protéines Drs2p et Cdc50p purifiées sur résine
streptavidine, le chromatogramme obtenu présente 3 pics (Fig. 7C) : le premier pic (fractions éluées
entre 5,5 et 6 mL) correspond probablement au complexe agrégé (un pic similaire, correspondant a
des agrégats, est observé dans le cas de Sercala surexprimée en levure ; (Jidenko et al., 2005)), alors
que le dernier pic (fractions éluées entre 8,75 et 9,25 mL) correspond probablement aux micelles
mixtes (détergent et lipides). Le deuxieme pic contient Drs2p et Cdc50p (fractions éluées entre 6,25
et 7,25 mL), comme le montrent des gels colorés au nitrate d’argent (Fig. 7C) (ou révélés par
western-blot dans le cas de Drs2p; comme nous n’avons pas d’anticorps spécifiguement dirigé
contre Cdc50p, il n"est pas possible de détecter Cdc50p par western-blot aprés I'action de la TEV).
Ceci indique que les deux protéines restent associées aprés purification et lors de la filtration sur gel
en présence de DDM et PS. Comme |le montre la coloration au nitrate d’argent, la TEV semble avoir
été éliminée au cours de I'étape de filtration sur gel.
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Figure 7. Purification du complexe Drs2p/Cdc50p par filtration sur gel en HPLC, en présence de DDM et de
phosphatidylsérine, a partir de I’éluat E1 issu de la purification sur résine streptavidine.

Le tampon utilisé pour équilibrer la colonne de gel filtration était le tampon (20 mM TES-NaOH pH 7, 100 mM
KCl, 1 mM MgCl, et 0,5 mM CaCl,) supplémenté de 0,5 mg/mL de DDM et de 0,025 mg/mL de POPS. Dans tous
les cas, des fractions de 250 ulL ont été collectées. A. Les marqueurs (200 uL) ont été injectés a 1 mg/mlL. B. Pour
contréle, des membranes de réticulum sarcoplasmique a 0,5 mg/mL ont été solubilisées pendant 5 minutes avec
un ratio 10/1 (g/g) de DDM/protéines totales et le surnageant du solubilisat (200 ulL) a ensuite été injecté. 0,05
uL de chaque fraction a été déposé sur SDS-PAGE pour analyse du contenu de ces fractions par western-blot.
L’anticorps utilisé était I'anticorps a-Sercala (79B). T: réticulum sarcoplasmique avant solubilisation. S :
fraction solubilisée C. 150 ul de I’éluat E1 issu de la purification en une seule étape, sur résine streptavidine, du
complexe Drs2p/Cdc50p, ont été injectés. 2,5 ul de I'éluat E1 a été déposé sur SDS-PAGE pour coloration par le
nitrate d’argent ou pour une immunodétection par l'anticorps a-Drs2p. 5 ul des fractions collectées au cours de
la filtration sur gel ont été déposés sur SDS-PAGE pour coloration par le nitrate d’argent ou pour une
immunodétection par I'anticorps a-Drs2p. E; : éluat 1 collecté a I'issue de la purification.
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f) Echange du DDM par le Cy,Eg sur colonne streptavidine et purification d’un complexe inhibé par le
fluorure de béryllium.

Afin de se rapprocher des conditions ayant déja permis I'obtention de la structure de Sercala par
nos colléegues du département de Biologie Moléculaire de [|'Université d’Aarhus au Danemark
(Jidenko et al., 2005), nous avons testé I’échange du DDM par le C4,Eg au cours de I'étape de lavage
de la résine streptavidine, tout en craignant cependant que le Cy,E5 ne soit plus dénaturant que le
DDM (cf. Fig. 20 Chapitre Ill). Or, du point de vue des risques de dénaturation par le détergent, les
composés fluorés ont été d’une grande utilité pour parvenir a obtenir les structures de Sercala en
absence de calcium (Olesen et al., 2007; Toyoshima et al., 2007), car ils protégent cette derniére
d’une inactivation irréversible par le Cy,Eg (Yamasaki et al., 2002). C’est pourquoi nous avons aussi
réalisé un essai pour lequel le complexe Drs2p/Cdc50p a été initialement inhibé par le fluorure de
béryllium dans les membranes C3, solubilisé par le DDM, fixé sur la résine, mais finalement lavé et
élué en présence de Cy,Eg. Ces différentes purifications ont-elles aussi été réalisées en la présence
additionnelle de PS pendant les étapes de lavage et d’élution.

La Figure 8A montre le résultat des purifications effectuées dans ces différentes conditions. Une
purification en condition contréle, identique a celle présentée dans la Figure 5, a été incluse. Comme
on peut le voir sur le gel coloré au bleu de Coomassie (Fig. 8A), et bien que le rendement de
purification semble légerement plus faible lorsque le DDM est échangé par le Cy,Eg, des quantités
appréciables du complexe Drs2p/Cdc50p sont obtenues dans les éluats quelles que soient les
conditions utilisées. Ceci indique que le Cy,Eg ne conduit pas a I'agrégation du complexe et qu’il
n’empéche pas la coupure par la protéase TEV. De plus, le complexe entre Drs2p et Cdc50p est
maintenu, que ce soit en présence de Cy,Eg ou du fluorure de béryllium. La Figure 8B montre, quant a
elle, que I"’échange du DDM par le C4,Eg conduit a la purification d’un complexe qui n’est plus
phosphorylable par le [y->’P]ATP ; ce résultat n’est pas surprenant, au vu de la rapide inactivation du
complexe en présence de Cy,Eg que nous avons déja observée (Chapitre 1.1, Fig. 20). Le fluorure de
béryllium a inhibé la formation de dérivé phosphorylé pour le complexe Drs2p/Cdc50p, comme nous
I"avions précédemment observé (Chapitre 1ll.1, Fig. 17), et il n’y a donc pas d’espoir de retrouver du
dérivé phosphorylé aprés purification. Mais peut-étre cette inhibition fonctionnelle a-t-elle protégé
le complexe Drs2p/Cdc50p d’une dénaturation structurale irréversible par le Cy,Eg: si c’était le cas,
alors ces conditions seraient potentiellement intéressantes pour démarrer des essais de
cristallisation.
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Figure 8. Purification du complexe Drs2p/Cdc50p en Cy,Es éventuellement aprés son inhibition par le
fluorure de béryllium.

La purification s’est déroulée dans les conditions de I'expérience décrite a la Fig. 5, avec les modifications
suivantes. Dans le cas de la purification en présence de Cq,Eg, les tampons de lavage et d’élution contenaient 0,5
mg/mL de Cy,Es. Dans le cas de la purification du complexe inhibé par le fluorure de béryllium, 50 uM de BeCl, et
1 mM de KF ont d’abord été ajoutés aux membranes C3 diluées a 2 mg/mL dans le tampon SSR, puis aux
tampons tout au long de la purification. De plus, dans ce cas également, les tampons de lavage et d’élution
contenaient 0,5 mg/mL de C,,Eg. « T » : fraction totale avant (« Ty, ») ou aprés (« Tppy ») incubation pendant 15
minutes avec le DDM. « S » : solubilisat. « NR » : non retenu sur la résine streptavidine. « E; » et « E, » : premier
et deuxieme éluats, recueillis aprés coupure par la protéase TEV. VO, : vanadate. 5 ul du solubilisat et 4,5 uL de
I'éluat 1 ont été déposés sur SDS-PAGE et le gel a ensuite été coloré au bleu de Coomassie. Pour les mesures de
phosphorylation, toutes les fractions ont été diluées 4 fois (12 fois pour les éluats mais la mesure a été multiplié
par 3 sur la Figure) dans le tampon A (50 mM Mops-Tris pH 7, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,) supplémenté de 100
uM de CaCl, de 1 mM d’EGTA et de DDM afin d’obtenir une concentration finale de 5 mg de DDM/mL. Du
vanadate (VO,) a été ajouté a 1 mM, lorsque souhaité. La phosphorylation a été déclenchée par I'addition de [y-
*pJATP & une concentration finale de 0,5 uM, puis la réaction a été stoppée aprés 25 secondes d’incubation
avec I’ATP radioactif par addition d’acide (500 mM TCA supplémenté de 30 mM H3;PO,). Aprés précipitation
pendant 25 minutes dans la glace, les protéines ont été filtrées et la radioactivité associée au filtre a été

mesurée par scintillation liquide.
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g) Mesures d’activité ATPasique apreés purification

La mesure de la vitesse d’hydrolyse de I’ATP par le complexe Drs2p/Cdc50p serait une preuve
irréfutable du caractére fonctionnel du complexe apres purification. Une tentative dans ce sens
s’était révélée infructueuse lorsqu’elle avait été réalisée sur des membranes C3 exprimant le
complexe (Chapitre Ill.1). Etant donné que les contaminants présents dans les membranes C3 ont
maintenant été éliminés dans leur grande majorité, nous avons tenté de mesurer une telle activité
apreés purification.

Des cinétiques de libération de phosphate inorganique ont été réalisées a partir des fractions
purifiées sur résine streptavidine en présence de PS (Drs2p/Cdc50p actif ou Drs2p”***"/Cdc50p
inactif). Comme le montre la Figure 9A, 'incubation de |a fraction Drs2p/Cdc50p a 30°C en présence
de 1 mM d’ATP, dans des conditions « de base » (triangles blancs), conduit a une libération de Pi a
peu pres linéaire au cours du temps (~0,1 pmol d’ATP hydrolysé/mg de protéines/min). L'effet de nos
inhibiteurs traditionnels a été testé : de fagon inattendue, cette hydrolyse de I’ATP n’est pas inhibée
par le VO, mais en revanche, elle est totalement inhibée par le fluorure de béryllium (carrés blancs).

PS6ON/Cdc50p montrent une

Les mémes mesures de libération de Pi sur la fraction purifiée Drs2p
activité ATPasique « de base » similaire (Fig. 9B, triangles blancs), elle aussi inhibée par le fluorure de
béryllium (Fig. 9B, carrés blancs) et indépendante du VO, (non montré). Il apparait donc que cette
activité « de base » d’hydrolyse de I'ATP est hélas indépendante de Drs2p et provient donc

probablement d’un contaminant résiduel, présent dans les fractions purifiées.

Cependant, comme le PI(4)P stimule significativement la vitesse de déphosphorylation en
présence de PS (Fig. 21, Chapitre Ill.1), nous avons testé |'effet du PI(4)P sur la cinétique d’hydrolyse
de I’ATP. Comme on peut le voir sur la Figure 9A, en présence de PI(4)P on observe une accélération
trés significative de la vitesse d’hydrolyse de I'ATP par Drs2p sauvage (triangles noirs). Cette
accélération par le PI(4)P est spécifique de Drs2p actif puisqu’on ne |'observe pas pour le mutant
D560N (cercles noirs, Fig. 9B). Des concentrations supérieures en PI(4)P ne stimulent pas davantage
I’hydrolyse de I’ATP (cercles noirs), suggérant que la concentration utilisée ici est largement
suffisante par rapport a I'affinité relative de Drs2p pour le PI(4)P (Fig. 9A). De nouveau, en présence
de PI(4)P, ’hydrolyse de I’ATP par le complexe Drs2p/Cdc50p est fortement inhibée par le fluorure de
béryllium (carrés noirs) mais seulement de fagon marginale par le VO, (losanges noirs).

Comme le Cy,Eg s’est révélé étre fortement stimulateur de la vitesse de déphosphorylation du
complexe Drs2p/Cdc50p avant purification (Fig. 20, Chapitre 11.1), nous nous sommes demandé si cet
effet se traduirait aprés purification par une stimulation de la vitesse d’hydrolyse de I’ATP. Au
contraire, en présence de PI(4)P, I'ajout de concentrations croissantes de C;,Eg a diminué |'activité
ATPasique (carrés noirs et losanges noirs : 1 et 4 mg/mL C;,Eg Fig. 9C). Il est cependant possible que
ce soient les temps d’incubation relativement longs (jusqu’a 2 heures) en présence de Ci,Eg
nécessaires pour cette mesure d’activité ATPasique qui aient conduit a la dénaturation irréversible
du complexe Drs2p/Cdc50p (voir aussi Fig. 20, Chapitre 111.1).
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Pour calculer I'activité spécifique en présence de PI(4)P du complexe Drs2p/Cdc50p purifié, on a
réalisé une gamme étalon avec différentes concentrations de phosphate inorganique, a partir de
laquelle on a pu convertir les variations d’absorbance a 850 nm en concentrations de Pi libéré. Par
ailleurs la quantité de Drs2p dans I'éluat collecté apres purification sur résine streptavidine (Fig. 9D) a
été évaluée, sur un SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie, par comparaison avec des quantités
connues de Sercala native. De cette maniére, la vitesse d’hydrolyse de I'ATP par notre complexe
purifié a été estimée a environ 0,5 umol d’ATP hydrolysé/mg Drs2p/min, en présence de PS et de
PI(4)P.
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Figure 9. Activités ATPasiques des éluats 1 issus de la purification des complexes Drs2p/Cdc50p et
P60 /cdcs0p.
Les éluats 1 de la purification du complexe Drs2p/Cdc50p ou du complexe Drs2p

Drs2p
pseon Cdc50p ont été mis en
présence de DDM a 1 mg/mL et de 0,025 mg/mL de POPS (panneau A, B et C; triangles blancs), en présence ou
en absence de 0,05 mg/mlL de PI(4)P (panneaux A, B et C; symboles noirs) (ou 0,025 mg/mL ; panneau A;
triangles noirs). 1 ou 4 mg/mL de Cq,Eg (carrés noirs ou losanges noirs, respectivement ; panneau C) ou 1 mM de
vanadate (losanges noirs ; panneau A) ou 1 mM de KF + 50 uM de BeCl, (carrés blancs, panneau A et C; carrés
noirs, panneau A) ont aussi été ajoutés, si souhaité. A t=0, 1 mM de Mgz+—ATP a été ajouté pour initier la
réaction, en présence d’un systeme régénérateur d’ATP (1 mM PEP + 0,05 mg/mL PK). La réaction a été arrétée
a différents temps par 3,5 % de SDS. On a ajouté ensuite le mélange ammonium molybdate/acide ascorbique, et

la DO a été mesurée a 850 nm apres 2 heures d’incubation.
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h) Discussion

L'avantage principal d’une purification par affinité en tandem aurait été d’obtenir, aprées les 2
étapes, uniquement le complexe Drs2p/Cdc50p puisque, tout d’abord, on aurait sélectionné Cdc50p-
Hisio seul ou en complexe avec Drs2p-Bad via I'étiquette de 10 histidines, puis uniqguement Drs2p-
Bad/Cdc50p-Hiso par I'intermédiaire de I’étiquette Bad. De plus, la premiére étape par Ni**-NTA nous
aurait permis d’éliminer une grande partie des protéines naturellement biotinylées de la levure, et
par conséquent de réduire la quantité de résine streptavidine nécessaire pour la purification.
Malheureusement, la premiere étape de cette purification en tandem n’a abouti qu’a un rendement
de purification de 14%. Ce faible rendement nous a contraints a envisager une nouvelle approche,
rendue possible par le probable exces de Cdc50p-His,y par rapport a Drs2p-Bad dans les membranes
C3. Cette approche a consisté a purifier le complexe Drs2p/Cdc50p en une seule étape, par affinité
sur résine streptavidine.

En chemin, nos résultats ont montré qu’il devait exister dans la séquence de Drs2p un site de
coupure par la thrombine non prédit par les logiciels usuels. Le site de reconnaissance par la
thrombine est composé de 6 résidus, dont les résidus en position P2 et P1 (la nomenclature du site
de reconnaissance est la suivante : P4/P3/P2/P1/P’1/P’2) sont obligatoirement une proline et une
arginine, respectivement ; la thrombine clive aprés le résidu en position P1, I'arginine, mais il existe
une certaine flexibilité quant a I'identité des autres résidus (P4 : A, F,G,|,L,T,VouM;P3:AF G,|,
L, T, Vou W ; Pl et P2’ : tout sauf D ou E). Or, I'extrémité N-terminale de Drs2p contient, entre les
résidus 180 et 185, une séquence, GEPRVI, qui est proche de satisfaire aux critéres d’un site de
coupure par la thrombine : cette séquence n’est différente de la séquence clivée par la thrombine
que pour le résidu en position P3 (E au lieude A, F, G, I, L, T, V ou W). Une coupure inattendue dans
cette zone serait compatible avec la taille apparente de la version tronquée de Drs2p apparue dans
les expériences avec la thrombine. En outre, I'extrémité N-terminale de Drs2p est prédite pour étre
peu structurée et donc potentiellement facilement accessible a la thrombine (Annexe 1). Nous avons
donc décidé de changer le site de clivage : un site de clivage par la protéase TEV a été choisi, a cause
de la plus grande spécificité de cette protéase (Dougherty et al., 1988).

La purification par affinité sur résine streptavidine nous a permis d’obtenir un complexe
Drs2p/Cdc50p qui est toujours capable de former un dérivé phosphorylé, avec un rendement de
purification de I'ordre de 7% (Tableau 1) et une activité ATPasique spécifique de ~0,5 pmol d’ATP/mg
de Drs2p/min en présence de PI(4)P et de PS. L’activité spécifique de Drs2p est clairement stimulée
par le PI(4)P. La sensibilité de cette activité ATPasique a la présence de Cy,Eg pourrait étre compatible
avec l'idée que ce détergent tend a inactiver le complexe Drs2p/Cdc50p. Contrairement au fluorure
de béryllium, le vanadate n’inhibe pas l'activité ATPasique stimulée par le PI(4)P du complexe
Drs2p/Cdc50p, mais 'activité ATPasique de Sercala n’est pas non plus inhibée par le vanadate en
présence d’une concentration millimolaire d’ATP.

La stratégie de purification en une seule étape mise au point semble prometteuse puisqu’elle
nous permet d’obtenir 0,5 mg de complexe Drs2p/Cdc50p actif pour 1 litre de culture. En termes de
rendement de purification, les résultats obtenus pour la purification du complexe Drs2p/Cdc50p
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(Tableau 1) sont comparables a ceux naguere obtenus pour Sercala-Bad (Jidenko et al., 2006). Ceci
est encourageant pour démarrer les essais de cristallisation, puisque ces rendements ont suffi pour
obtenir la structure de Sercala-Bad en 2005, en collaboration avec le département de Biologie
Moléculaire de I'Université d’Aarhus au Danemark.

Tableau 1. Bilan de la purification du complexe Drs2p-Bad/Cdc50p pour 1 litre de culture.

) Drs2p-Bad (mg/L de | Vitesse maximale d’hydrolyse d’ATP o
Fraction culture) (umol d’ATP/mg de Drs2p/min) Rendement (%)
C3 10 ND 100
Eluatapr.ejs la 0,5 0,52 7
streptavidine

ND : non déterminé. 1 litre de culture en Fernbach aboutit a la récolte de ~35g de levures et le fractionnement
de ces levures aboutit a ~300 mg de protéines totales dans les membranes C3. Drs2p-Bad représente 3% des
protéines totales dans la fraction membranaire C3, soit 10 mg.

A I'occasion de notre purification du complexe inactif, Drs2p”*°*"/Cdc50p, nous avons retrouvé,
comme dans le cas du complexe sauvage, que seule la forme glycosylée de Cdc50p était solubilisable.
Pour ce mutant, cependant, Cdc50p glycosylée n’est solubilisable qu’en partie, tout comme
Drs2p”**™" ce qui indique que la glycosylation de Cdc50p ne garantit pas sa solubilisation.

Afin de vérifier que Drs2p et Cdc50p étaient toujours en complexe aprés I'étape de purification
sur résine streptavidine et de progresser vers I'obtention d’un échantillon de qualité suffisante pour
espérer démarrer des essais de cristallisation, nous avons soumis I"éluat issu de la purification sur
résine streptavidine a une filtration sur gel, et constaté qu’en présence de PS, le complexe
Drs2p/Cdc50p restait associé (Fig. 7).

Précédemment, la purification de Drs2p n’a été tentée que dans deux études (Lenoir et al., 2009;
Zhou and Graham, 2009). La mesure de I'activité ATPasique de Drs2p apreés purification, quant a elle,
n’a été décrite qu’une fois (Zhou and Graham, 2009), avec un résultat (0,45 umol de Pi/mg de
Drs2p/min) comparable a ce que nous avons mesuré. Une comparaison précise entre cette étude et
nos propres résultats est cependant difficile, parce que I'activité ATPasique de Drs2p purifiée
rapportée par Zhou et collegues augmentait de 40 % en présence de PS et que nous n’avons pas pu
tester la dépendance en PS de la n6tre a cause de la présence de PS pendant notre purification, et
parce que nous avons observé une stimulation par le PI(4)P mais que I'effet du PI(4)P n’a pas été
testé par cette équipe.

ATP8A2, une ATPase de type P4 de la membrane des photorécepteurs de la rétine, a elle aussi été
trés récemment purifiée, et son activité ATPasique mesurée (54 pumol de Pi/mg d’ATP8A2/min,
(Coleman et al., 2009) est trés élevée comparée a celle que nous avons obtenue pour Drs2p. Cette
différence est peut-étre due a une régulation différente d’ATP8A2, du fait d’un besoin physiologique
différent. En effet, il se peut, comme cela a été déja suggéré dans le Chapitre Ill.1, qu’ATP8A2 ait
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besoin d’étre trés active pour contrebalancer I'activité de transport bidirectionnel de lipides
indépendante de I’ATP catalysée par I'opsine contenue dans les membranes de la rétine d’ou ATP8A2
est extraite (Menon et al., 2011).

Indépendamment de (ou en relation avec) cette différence possible entre les activités ATPasiques
de ATP8A2 et Drs2p, il faut cependant noter que notre mesure d’une activité ATPasique significative
et sensible au PI(4)P aprés purification du complexe Drs2p/Cdc50p, si elle est encourageante, pose
un probléme de compatibilité avec nos mesures de déphosphorylation lente avant purification.
Quelgques hypothéses susceptibles d’expliquer la contradiction apparente entre nos mesures de
déphosphorylation et nos mesures d’activité ATPasique seront évoquées dans la conclusion de ce
travail.
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111.3 Caractérisation préliminaire du role des extrémités N- et C-terminale de Drs2p

[11.3.1 Introduction : phosphorylation et déphosphorylation d’une version tronquée de Drs2p

Pour la caractérisation fonctionnelle du complexe Drs2p/Cdc50p en membranes (Chapitre 111.1),
au-dela de la mesure par filtration du dérivé phosphorylé formé, nous avons eu recours a une autre
méthode de détection de ce dérivé phosphorylé, permettant de discriminer entre la phosphorylation
de la protéine entiere et la phosphorylation de ses éventuelles formes tronquées. Cette méthode
repose sur la séparation électrophorétique, sur des gels acides (dits gels « Sarkadi»), des
polypeptides phosphorylés par I’ATP radioactif, suivie par une autoradiographie du gel (sur
« Phosphorimager »). En effet, la liaison acyl-phosphate formée entre |'aspartate phosphorylé et le
phosphate est stable en milieu acide ; cette technique permet donc d’attribuer une quantité de
radioactivité a une protéine donnée, contrairement a la technique de filtration qui ne discrimine pas
entre les contributions des diverses protéines a la quantité de radioactivité totale mesurée. Nous
pensions initialement utiliser cette technique de fagcon ponctuelle pour associer sans ambiguité a
Drs2p les phosphorylations mesurées par simple filtration, mais cette technique a également révélé
la phosphorylation d’'une forme tronquée de Drs2p. Un résultat typique de cette méthode de
détection du dérivé phosphorylé est présenté sur la Figure 1.

Pour contréle, la formation de dérivé phosphorylé a d’abord été analysée, en présence ou en
absence de calcium, avec des membranes de réticulum sarcoplasmique contenant Sercala dont le
comportement est bien maitrisé au laboratoire. Sur la Figure 1A, on peut voir qu’en présence de
calcium (puits « RS » (Ca = en calcium)) une bande intense migre a la position attendue pour Sercala
(110 kDa). Les autres bandes, de poids moléculaire supérieur a 110 kDa, pourraient représenter des
formes agrégées de Sercala. En absence de calcium, cation essentiel pour la phosphorylation de
Sercala (Hasselbach, 1978), la formation de dérivé phosphorylé est totalement inhibée (puits « RS »
(EG=en présence d’EGTA)), comme on s’y attend.

Les membranes C3 contenant le complexe Drs2p/Cdc50p ont été ensuite analysées par la méme
méthode, en absence et en présence de vanadate (VO,). On peut remarquer que, en absence de
vanadate, deux bandes d’intensités voisines, au lieu d’une seule, sont révélées par I'autoradiographie
dans la région de la masse moléculaire attendue pour Drs2p-Bad (Fig. 1A). Ces deux bandes sont
spécifiques de Drs2p puisqu’elles ne sont pas visibles lorsqu’on tente de phosphoryler des

P%ON/Cdc50p (Fig. 1A). Comme déja vu par

membranes C3 contenant le complexe inactif Drs2p
filtration (Fig. 17, Chapitre 111.1), le vanadate inhibe I'apparition de ces bandes. De plus, I'analyse des
membranes C3 ne contenant que Drs2p (Fig. 1A) confirme (Fig. 12, Chapitre II.1) la nécessité de la
co-expression avec Cdc50p pour la phosphorylation de Drs2p. La quantité de Drs2p-Bad est
équivalente pour les différents échantillons, comme on le voit sur les western-blot révélés avec une

sonde avidine.

De ces deux bandes, I'une migre a la position attendue pour Drs2p-Bad (154 kDa + 9 kDa) tandis
gue l'autre migre un peu en-dessous de 150 kDa, dans la zone ou migre également la version
tronquée de Drs2p dont il a été question dans le Chapitre I11.2 et qui avait été révélée avec un
anticorps dirigé contre Drs2p. L'analyse de ces mémes échantillons par un western-blot avec la sonde
avidine (Fig. 1B) ne montre cependant, comme précédemment, qu’une seule bande, a la position
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attendue pour Drs2p-Bad, suggérant donc de nouveau que le deuxiéme polypeptide phosphorylé
correspondrait a une troncature C-terminale de Drs2p. On ne peut cependant pas exclure qu’il y ait,
en plus, un clivage protéolytique dans I'extrémité N-terminale de Drs2p puisque nous n’avons pas
d’anticorps dirigé contre I'extrémité N-terminale.
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Figure 1. Analyse par SDS-PAGE en conditions acides (« Sarkadi ») de la phosphorylation par le [v-szP] ATP.
Les membranes C3, diluées a 0,5 mg/ml de protéines totales dans le tampon A (50 mM Mops-Tris a pH 7, 100
mM KCl, 5 mM MgCl,, 100 uM CaCl,), ont été phosphorylées par le [y—32P] ATP en absence ou en présence de 1
mM de vanadate (VO,), dans la glace. Apres 30 secondes de phosphorylation, les échantillons ont été précipités
par de I'acide (500 mM TCA + 30 mM H3PO,) puis centrifugés a 13000 rpm pendant 20 minutes (Jouan A14). lls
ont ensuite été lavés par 50 mM de TCA et 3 mM de H;PO, puis le culot a été repris par 60 ulL de tampon de
dépét (150 mM Tris-HCl pH 6,8 ; 10 mM EDTA ; 2% (p/v) SDS ; 8 M urée ; 0,02% (p/v) Bleu de Bromophénol ; 5%
(v/v) 8-Mercaptoethanol) et 10 ulL ont été déposés sur un gel acide (de type « Sarkadi »). Les membranes C3
contiennent soit Drs2p muté sur son site catalytique (DrsZpDSGON) et co-exprimé avec Cdc50p, soit Drs2p sauvage
co-exprimé avec Cdc50p, soit Drs2p sur-exprimé en la seule présence de Cdc50p endogene ; les deux derniers
puits correspondent a des membranes de levures contréles supplémentées avec 10 yg.ml’l de Réticulum
Sarcoplasmique (RS). Dans ce dernier cas, et pour le dernier puits, 2 mM d’EGTA (EG) a été ajouté, au lieu du
vanadate, pour empécher la phosphorylation de Sercala dans les membranes de RS. Le gel acide, dont le
contenu en *’P est mesuré par autoradiographie avec un Phosphorlmager, est présenté en A. B. Analyse par
western-blot du contenu des différents échantillons déposés sur le gel acide. La détection de Drs2p-Bad a été
effectuée a I'aide d’une sonde avidine alors que la détection de Cdc50p-His,, a été faite a l'aide d’une sonde
histidine. Dépét : 0,1 ulL de chaque fraction a été déposé pour I’analyse par western-blot.
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Comme précédemment, la présence d’'une version tronquée de Drs2p contenue dans les
membranes C3 a pu, dans ces expériences, étre confirmée par l'utilisation d’un anticorps dirigé
contre Drs2p (Fig. 2). Les deux polypeptides détectés sont spécifiques de Drs2p sur-exprimée
puisqu’on ne les observe pas dans le cas des membranes obtenues aprés la transformation des
levures par un vecteur vide (Fig. 2), et le fait que dans ces conditions I'on ne détecte méme pas la
protéine Drs2p endogéne indique que les protéines Drs2p sur-exprimées sont présentes en trés
grande quantité par rapport aux protéines endogenes. Par contre, dans le cas du mutant, on peut
voir que ce fragment tronqué n’apparait pas, ce qui laisse supposer ou bien que Drs2p mutée est
dans une conformation qui n’a pas été reconnue par la ou les protéase(s) de la levure, ou bien que
Drs2p mutée n’a pas atteint le compartiment ou a lieu la troncature (Fig. 2).

Grace aux marqueurs de poids moléculaire, nous avons estimé que la différence entre les deux
polypeptides phosphorylés était d’environ 20 kDa. Le domaine Bad ayant un poids moléculaire de 9
kDa, la coupure protéolytique aurait donc lieu ~11 kDa avant I'extrémité C-terminale de Drs2p, soit
~100 résidus en amont de I'extrémité C-terminale de Drs2p (aux alentours du résidu 1255), du maoins
dans le cas ou il n’y aurait qu’une coupure du cété C-terminal de Drs2p.
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Figure 2. Analyse des membranes C3 par I’anticorps dirigé contre Drs2p.

D560N

Les membranes C3 analysées contiennent soit Drs2p muté sur son site catalytique (Drs2p ) et co-exprimé

avec Cdc50p, soit Drs2p co-exprimé avec Cdc50p. Pour contréle, des membranes préparées a partir d’une
culture de levures transformées par un vecteur vide ont été incluses. 0,4 ug de protéines totales a été déposé sur
SDS-PAGE. Ici, la détection de Drs2p a été effectuée a I'aide d’un anticorps dirigé contre Drs2p.

Sachant maintenant que Drs2p était présente dans les membranes C3 sous deux formes
différentes mais toutes deux capables de se phosphoryler, nous nous sommes demandés quelle était
leur contribution respective a la cinétique de déphosphorylation observée par filtration (Fig. 21-22,
Chapitre 1l1.1). Dans cette optique, et puisque I'un de nos précédents résultats remarquables dans le
Chapitre IIl.1 (Fig. 21) était qu’en absence de PI(4)P, la PS ralentissait la cinétique de
déphosphorylation du complexe Drs2p/Ccdc50p, tandis qu’en présence de PI(4)P, la PS accélérait
cette cinétique, nous avons suivi en présence ou en absence de PI(4)P, et en présence de PS, la
cinétique de déphosphorylation des différentes versions de Drs2p dans les complexes Drs2p/Cdc50p.
La Figure 3A montre que la version compléte de Drs2p-Bad (Fig. 3A, « Drs2p-Bad ») a une cinétique
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de déphosphorylation tres lente en présence de PS seule et que I'addition de PI(4)P accélére
significativement sa déphosphorylation, entre 20 et 150 secondes ; cette dépendance au PI(4)P est
bien cohérente avec celle observée précédemment par filtration (Fig. 21, Chapitre Ill.1). En revanche,
la version tronquée de Drs2p (« Drs2pACter ») semble se déphosphoryler relativement rapidement
déja en absence de PI(4)P (Fig. 3A, « Drs2pACter »), et elle est donc beaucoup moins sensible au
PI(4)P. Dans cette expérience comme dans la précédente, la détection des protéines biotinylées par
la sonde avidine ou de Cdc50p-Hisyq par la sonde histidine (Fig. 3B) suggére que les quantités de
Drs2p-Bad et de Cdc50p-His; sont comparables dans les différents échantillons. La troncature en C-
terminal de Drs2p semble donc induire une accélération de la déphosphorylation déja en absence de
PI(4)P.
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DDM+PS  +P|(4)P

Temps(s) 0 20 150 O 20 150
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Figure 3. Analyse par autoradiographie de la cinétique de déphosphorylation des différents complexes
Drs2p/Cdc50p présents dans les membranes C3.

Les membranes C3 contenant le complexe Drs2p-Bad/Cdc50p-His,, et diluées dans le tampon A (50 mM Mops-
Tris & pH 7, 100 mM KCl, 5 mM MgCl,) supplémenté avec 100 uM de Ca”* et 1 mM d’EGTA, ont été solubilisées a
0,5 mg protéines/ml dans 2 mélanges différents de détergent/lipides : d’un c6té DDM+PS (0,5 mg/ml DDM (1
g/g de protéines totales)+ 0,025 mg/ml POPS), et de I"autre DDM+PS+PI(4)P (0,5 mg/ml DDM + 0,025 mg/ml|
POPS + 0,025 mg/ml PI(4)P). La déphosphorylation a été réalisée selon le protocole dit « sans dilution » (voir
« Matériel et méthodes », Chapitre 1.5.a) et le protocole pour la mesure du dérivé phosphorylé par
autoradiographie d’un gel de type Sarkadi (A) est présenté dans le « Matériel et méthodes » (Chapitre 11.5.b). B.
Analyse par western-blot des différents échantillons déposés sur le gel pour 'autoradiographie. La détection de
Drs2p-Bad a été effectuée a I'aide d’une sonde avidine, alors que la détection de Cdc50p-Hisq, a été faite a I'aide
d’une sonde histidine. Dépét : 0,2 ul des échantillons a été déposé sur les gels pour I’analyse par western-blot.
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En outre, des travaux antérieurs montrent, sur I'extrémité C-terminale de Drs2p, la présence
d’une zone enrichie en résidus positifs (résidus 1268 a 1273), susceptible d’interagir avec le PI(4)P
(Natarajan et al., 2009). Dans cette étude, il a aussi été montré que la présence de PI(4)P stimule la
translocation de phospholipides par Drs2p dans les membranes du trans-Golgi. Ces mémes auteurs
ont identifié les résidus 1268 a 1289 de Drs2p comme constituant un domaine homologue a une
partie du domaine PH (« Pleckstrin Homology ») de la protéine Vps36p ('une des protéines
contenant ce type de domaine). Au sein de cette séquence, le patch de résidus basiques mentionné
ci-dessus (résidus 1268 a 1273) est suivi d’une hélice a (résidus 1274 a 1283) qui est conservée au
sein des ATPases de type P4 homologues de Drs2p (ATPases P4 de classe 1a, comme Drs2p, et 1b,
(Paulusma and Elferink, 2010) ; Annexe 2). Ce domaine posséde 3 acides aminés communs avec un
domaine dans Drs2p (résidus 1250 a 1270) d’interaction avec un échangeur de nucléotides des
protéines Arf (Arf-GEF), Gea2p (Chantalat et al., 2004), et il a été montré que l'interaction avec
Gea2p entralnait aussi une activation de Drs2p (Natarajan et al., 2009).

Puisque I'extrémité C-terminale de Drs2p semble inhiber la fonction de Drs2p et que cette
inhibition serait levée par la présence du PI(4)P, nous avons donc émis |’hypothése que I'extrémité C-
terminale de Drs2p pourrait posséder un domaine d’auto-inhibition dont |'activité inhibitrice serait
régulée par la présence de PI(4)P. L'implication potentielle de I'extrémité N-terminale a également
été prise en considération. Afin de tester ces possibilités, nous avons créé différentes versions
tronquées de Drs2p, dans l'espoir de pouvoir ainsi identifier un éventuel réle régulateur des
extrémités terminales de Drs2p et caractériser le mécanisme de cette régulation.

[11.3.2 Clonage des différentes versions tronquées de Drs2p dans le vecteur pYeDP60

La position des différentes troncatures de DRS2 choisies est présentée sur la Figure 4A. Le choix a
été guidé par différents objectifs : déterminer I'importance du domaine homologue au domaine PH
de Vps36p, déterminer I'importance de I'extrémité C-terminale et notamment de sa région de
fixation potentielle du PI(4)P, et déterminer I'importance de I'extrémité N-terminale. Nous pensions
aussi, a ce moment |3, que la coupure par la protéase de la levure avait lieu uniqguement dans
I'extrémité C-terminale, aux alentours du résidu 1255. Nous avons donc réalisé plusieurs
constructions avec troncature avant ou aprés ce résidu, pour nous permettre de déterminer

1-1283 “127%) ou du site de fixation du PI(4)P et
1-1226)

I'importance relative de I’hélice a (Fig. 4B, Drs2p et Drs2p
de Gea2p (Fig. 4B, Drs2p****), voire de la totalité de I'extrémité C-terminale (Fig. 4B, Drs2p
Comme un alignement de séquences réalisé pour Drs2p et d’autres ATPases de type P4 (Annexe 2)
montre aussi qu’en aval de son site de fixation potentielle du PI(4)P, Drs2p posséde 50 acides aminés
de plus qu’ATP8A2, dont I'activité spécifique tres forte ne semble pas nécessiter la présence de
PI(4)P (Coleman et al., 2009), nous avons aussi cherché a déterminer I'importance des 50 derniers
résidus de Drs2p dans 'auto-inhibition potentielle de Drs2p, et tenté de construire le peptide

1302 (Fig 4B). En ce qui concerne I'extrémité N-terminale, une seule troncature a été

195-1355
).

tronqué Drs2p
testée, celle consistant a enlever la totalité de I'extrémité N-terminale (Fig. 4B, Drs2p

Pour cela, nous avons tout d’abord cloné les différentes versions tronquées de Drs2p dans le
vecteur pYeDP60. La Figure 4C représente les vecteurs de simple expression obtenus pour les
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différentes troncatures de DRS2 et possédant la séquence codant le site de coupure par la protéase
TEV.

§195 Y1226 S1249 G1273 G1283 G1302

Site de fixation Site de fixation Hélice pYeDP60 _ DRS2-Bad
de Gea2p duPI(4)P a (TEV)

$195

Site de fixation | Site de fixation Hélice pYeDP60 _ drs2195-13>
deGea2p __ duPI(4)p a -Bad (TEV)

pYeDP60 _ drs2'1??6-Bad
(TEV)
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Y1226
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N

G1273

Site de fixation Site de fixation Helice ]| _PYeDP60 _ drs2'?53-Bad

—
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Figure 4. Schéma des différentes troncatures créées pour I'étude du role des extrémités N- et C-terminales
dans I'activité de Drs2p.

Le plasmide pYeDP60_DRS2-Bad (A) a été utilisé pour engendrer les différentes troncatures du géne DRS2 (B).
En rouge sont signalés la position de la troncature et le dernier et le premier acide aminé de la version tronquée
de Drs2p (S: sérine; Y: tyrosine; G: glycine). TM : segment transmembranaire. Les vecteurs de simple
expression contenant les différentes troncatures de DRS2 sont représentés en C. Les plasmides pYeDP60
contiennent les génes DRS2 tronqués et étiquetés avec un domaine accepteur de biotine (Bad) du cété 3’. Ils
sont sous le contréle d’un promoteur hybride fort GAL10/CYC1, inductible par le galactose. La séquence
terminatrice est celle de la phosphoglycérate kinase (ter PGK). ADE2: marqueur de sélection pour I'adénine, Ori:
origine de réplication bactérienne, Amp”: géne de résistance a I'ampicilline, 2u: origine de réplication de levure,
URA3: marqueur de sélection pour l'uracile; Sbfl indique la position du site de coupure (unique) pour cette
enzyme de restriction.
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[11.3.3 Analyse de la fonctionnalité des protéines tronquées et de leur expression en milieu minimum

De la méme maniére que nous avons évalué 'influence des différentes étiquettes, a différentes
positions, sur la capacité a s’exprimer et la fonctionnalité de DRS2 dans le Chapitre IIl.1., nous avons
testé la capacité a s’exprimer et la fonctionnalité des différentes versions tronquées de DRS2
(clonées dans le vecteur de simple expression). Pour cela, un test de croissance des levures a basse
température (voir « Matériel et Méthodes », Chapitre 11.3.j) et une préparation de fractions
membranaires aprés croissance en milieu minimum (voir « Matériel et Méthodes », Chapitre 11.4.c)
ont été réalisés.

Comme le montre la Figure 5, la souche sauvage DRS2 transformée par le vecteur vide (témoin
positif) pousse parfaitement a 28°C et a 20°C alors que la souche Adrs2 transformée par le vecteur
vide (témoin négatif) montre le phénotype de sensibilité aux basses températures. La souche Adrs2
transformée par les différentes versions tronquées de DRS2 a ensuite été testée : les différentes
troncatures de DRS2 ont toutes restauré la capacité de croissance des levures Adrs2 a basse
température. Ceci suggére que les différentes versions tronquées de Drs2p sont, au moins en partie,
fonctionnelles et exprimées.

28°C 20°C

[ Vecteur vide

DRS2

Vecteur vide

pDRS2-Bad

pdrs21-1302-Bad

pdrs21-1283-Bad

Adrs2

pdrs21-1273-Bad

pdrs21-1249-Bad

pdrs21-1226-Bad

pdrs219>-1355.Bad

Figure 5. Test de restauration de la croissance des levures a basse température.

La souche de levure délétée pour DRS2 (Adrs2) a été transformée par les vecteurs de simple expression portant
soit DRS2 sauvage soit une version tronquée de DRS2, et également par le vecteur vide. Pour contréle, la souche
sauvage (DRS2) a été elle aussi transformée par le vecteur vide. Plusieurs dilutions de cultures de levures ont été
déposées sur un milieu contenant 2% de galactose et 2% de fructose pour une croissance a 28°C (a gauche) ou a

la température restrictive de 20°C (a droite), pendant 3-5 jours.
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L'expression des protéines Drs2p sauvage ou tronquées, en milieu minimum, a ensuite été
étudiée par western-blot (Fig. 6). Drs2p et ses différents mutants ont bien été détectés par la sonde
avidine, ainsi que, évidemment, les protéines naturellement biotinylées de la levure. Sur la Figure 6A,
on peut voir que la protéine Drs2p sauvage et biotinylée est exprimée de facon équivalente dans la
souche sauvage (WT) et dans la souche Adrs2. La protéine tronquée Drs2p' *“-Bad s’exprime en
guantité similaire a la protéine sauvage, mais migre un peu plus rapidement, comme attendu (Fig.
6A), tandis que les autres protéines tronquées a I’extrémité C-terminale, Drs2p’***°-Bad, Drs2p'***-
Bad, Drs2p''***-Bad et Drs2p''*’*-Bad sont plus faiblement exprimées (Fig. 6A et 6B). En revanche,
I'expression de la protéine tronquée a I'extrémité N-terminale, Drs2p'®"**°>-Bad (Fig. 6B), est

comparable voire supérieure a celle de la protéine sauvage.
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Figure 6. Analyse de I’expression de Drs2p, sauvage ou tronquée, en milieu minimum.

Des levures transformées soit par le vecteur vide (témoin négatif), soit par le vecteur contenant le géne DRS2
sauvage (témoin positif), soit par le vecteur de simple expression comportant I’'un des génes DRS2 tronqués, ont
été broyées afin de préparer des membranes totales aprés expression en milieu minimum. Les membranes
obtenues ont été resuspendues et déposées sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes. Pour la
détection, une sonde avidine a été utilisée. Acclp :acétyl-CoA carboxylase ; Pyc1/2p :pyruvate carboxylase.
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[11.3.4. Co-expression en milieu riche des protéines tronquées et de Cdc50p-Hisyg

Maintenant que nous avons vérifié que les différentes versions tronquées de Drs2p, sur le vecteur
de simple expression, s’exprimaient et étaient fonctionnelles du point de vue de la restauration de la
croissance a froid, et sachant I'importance de Cdc50p pour I'adressage et la fonction de la protéine
Drs2p sauvage, nous avons construit les vecteurs de co-expression contenant les versions tronquées
de Drs2p (et la protéine Cdc50p sauvage). L'expression et la capacité a former un dérivé phosphorylé
de ces différentes constructions ont été étudiées aprés croissance des levures en milieu riche et
fractionnement membranaire, comme précédemment (« Matériel et Méthodes », Chapitre 11.4.d).

Le contenu en protéines (Drs2p-Bad, sauvage ou tronquée, et Cdc50p-His,,) des fractions
membranaires C3 obtenues pour chaque construction a été analysé par western-blot. La détection
des protéines biotinylées par la sonde avidine (Fig. 7A), indique que les protéines Drs2p-Bad
tronquées sont toutes exprimées et biotinylées, mais en quantité moindre que la protéine Drs2p-Bad
sauvage (ceci est d’autant plus vrai pour les mutants Drs2p'*?>-Bad et Drs2p’***-Bad). Cela
confirme les résultats obtenus aprés expression en milieu minimum (Fig. 6). Par contre, dans le cas
d’une détection de Drs2p-Bad par I'anticorps a-Drs2p (Fig. 7B), I'expression des protéines tronquées
semble comparable a celle de la protéine sauvage (voire méme plus importante pour Drs2p****-
Bad). Comme la sonde avidine détecte les protéines biotinylées alors que I'anticorps a-Drs2p détecte
la totalité des protéines Drs2p exprimées, biotinylées ou non, cela suggére que les protéines
tronquées sont proportionnellement moins biotinylées que la protéine sauvage. Ce défaut de
biotinylation des protéines tronquées pourrait refléter un défaut de repliement de Drs2p dans les
membranes de levure (le domaine accepteur de biotine doit étre replié correctement pour étre
biotinylé).

Avec cette détection par I'anticorps spécifiquement dirigé contre Drs2p (Fig. 7B), on retrouve
pour Drs2p-Bad sauvage la présence (dont il a déja été question au Chapitre 111.2) de 2 polypeptides
migrant avec des vitesses voisines de celle du marqueur de 150 kDa, correspondant probablement a
Drs2p-Bad entier et a un produit tronqué, précédemment nommé Drs2pACter.

Pour les mutants, un deuxieéme polypeptide n’apparait cependant pas toujours. Pour le mutant
Drs2p"**® (troncature juste aprés I'hélice a), on observe encore ce deuxiéme polypeptide,
apparemment au méme poids moléculaire que la version tronquée précédente ; ceci indique que ce
mutant-la est toujours reconnu par la ou les protéase(s) de la levure responsable(s) de cette
troncature. En revanche, les mutants plus courts tronqués en C-terminal, et déja le mutant Drs2p***”?
(troncature juste avant I’hélice a), ne semblent plus étre reconnus par cette protéase. On peut donc
imaginer que I'hélice a C-terminale conservée au sein des ATPases P4 homologues a Drs2p a peut-
étre un réle dans la structuration de I'extrémité C-terminale nécessaire a la reconnaissance de Drs2p
par la protéase de levure. Il aurait été intéressant de voir si les membranes C3 contenant le fragment
tronqué le plus long, Drs2p"*%?, présentaient elles aussi, cette version tronquée ; malheureusement
le vecteur de co-expression correspondant n’a pas encore été obtenu. Par ailleurs, la protéine
tronquée Drs2p'®°™>°, délétée en N-terminal mais avec un C-terminal intact, n’est pas non plus clivée
par la protéase de la levure. L'extrémité N-terminale de Drs2p pourrait donc elle aussi étre
importante pour la reconnaissance de la partie C-terminale de Drs2p par la protéase de la levure, en
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participant peut-étre a la formation de la structure reconnue par la protéase. Une autre hypothése
serait que les mutants n’auraient pas atteint le compartiment ou a lieu la protéolyse.

Enfin, nous avons analysé avec la sonde histidine, qui permet I'analyse de I'expression de Cdc50p-
Hisyo (Fig. 7C), le contenu des fractions membranaires C3 obtenues a partir de levures transformées
par les diverses constructions. Pour les différentes versions tronquées de Drs2p, le niveau
d’expression de Cdc50p est raisonnablement corrélé a celui de Drs2p (Fig. 7, C versus B), mais le
profil de glycosylation pour Cdc50p-His,o est en général en faveur de la forme non glycosylée lors de
sa co-expression avec Drs2p tronquée (Fig. 7C), et devient encore plus favorable a cette forme non
glycosylée pour la co-expression avec la protéine tronquée la plus courte, Drs2p'***°. Au vu de cette
modification du profil de glycosylation pour les mutants C-terminaux, et sachant que les protéines
Drs2p et Cdc50p sont dépendantes I'une de I'autre pour leur adressage correct dans les membranes
du trans-Golgi ((Chen et al., 2006; Furuta et al., 2007; Saito et al., 2004), il est tentant de penser que
la troncature C-terminale de Drs2p diminue l'interaction avec Cdc50p. D’ailleurs, une interaction
réduite entre le mutant D5S60N de Drs2p et la protéine Cdc50p a déja été montrée (Lenoir et al.,
2009), et la proportion de la protéine Cdc50p glycosylée, dans ce cas |3, est aussi réduite (Fig. 7C).
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Figure 7. Analyse de I’expression de Drs2p, sauvage ou tronquée, dans les membranes C3, apreés croissance
en milieu riche.

Les membranes C3 ont été obtenues a partir de levures (souche sauvage) transformées soit par un vecteur vide,
soit par les vecteurs de co-expression comportant a la fois le géne CDC50 et le géne DRS2, sauvage (témoin

D560N

positif) ou muté au niveau de I'aspartate catalytique (témoin négatif: Drs2p ), ou encore portant I'une des

troncatures. 1,5 ug de protéines totales a été déposé sur SDS-PAGE pour la détection avec la sonde avidine ou
avec la sonde histidine, et 1 ug de protéines totales a été déposé sur SDS-PAGE pour la détection avec
I'anticorps a-Drs2p.

Nous avons ensuite mesuré la capacité de phosphorylation de ces mutants tronqués. Dans le cas
ou l'auto-inhibition hypothétique de Drs2p serait levée par ces troncatures, nous nous attendons a
une augmentation de la vitesse de déphosphorylation (donc une augmentation du turn-over
catalytique) et possiblement a une diminution du dérivé phosphorylé formé a I’état stationnaire par
rapport a celui obtenu pour Drs2p sauvage.

Comme déja montré au Chapitre I11.1.3, les membranes co-exprimant Drs2p sauvage et Cdc50p
présentent un dérivé phosphorylé sensible au vanadate (~2,5 pmol de dérivé phosphorylé/0,1 mg de
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protéines totales) et ce signal est spécifique de Drs2p puisque la mutation sur I'aspartate catalytique
de Drs2p (D560N) abolit presque complétement sa présence (Fig. 8). Par contre, pour les protéines
tronquées, la formation de dérivé phosphorylé sensible au vanadate ne dépasse qu’a peine le niveau
du bruit de fond.
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Figure 8: Mesures de dérivé phosphorylé pour différentes constructions, notamment les constructions de
Drs2p tronquée.

Les membranes C3 contenant a la fois les différentes versions de Drs2p et la protéine Cdc50p, ainsi que les
membranes ne contenant aucune de ces deux protéines (vecteur vide) ont été utilisées pour la mesure des
dérivés phosphorylés. 200 ul de chaque échantillon ont été incubés dans de la glace, a une concentration de 0,5
mg/mL de protéine dans du tampon A (50 mM Mops-Tris a pH 7, 100 mM KCl, 5 mM MgCl,, 100 uM CaCl, et 1
mM d’EGTA) et cela en présence ou en absence de vanadate (VO,, 1 mM). De I’ATP radioactif a 0,5 uM a été
ajouté a chaque échantillon et incubé en présence des membranes pendant 25 secondes. La réaction a été
arrétée par précipitation acide des protéines. Les membranes précipitées ont ensuite été filtrées et la
radioactivité a été comptée par scintillation.

Il n"est cependant pas encore possible, a ce stade, d’interpréter de facon non ambigué cet effet,
puisque nous ne savons pas si la diminution de la formation du dérivé phosphorylé a I'état
stationnaire est due a une augmentation de la vitesse de déphosphorylation qui entrainerait la
diminution de la quantité de dérivé phosphorylé formé a I'état stationnaire, comme initialement
imaginé, ou bien plut6t a une impossibilité de former ce dérivé phosphorylé (voir « Discussion »).
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[11.3.4 Discussion

L’'objectif de ce chapitre était de tenter de caractériser le réle des extrémités N- et C-terminales
dans la régulation du transport de lipides. Pour ce faire, nous avons créé des mutants de Drs2p
tronqués du co6té N-terminal ou du c6té C-terminal. Les différents mutants tronqués de Drs2p
restaurent tous la croissance des levures Adrs2 a basse température, suggérant qu’ils sont au moins
en partie fonctionnels.

Ces résultats sont cependant a confirmer, puisque dans deux études récentes (Chantalat et al.,
2004; Natarajan et al., 2009), des mutants de I'extrémité C-terminale de Drs2p ne restaurent pas la
croissance a basse température. Dans ces deux études, lorsque l'on déléte partiellement ou
totalement la région de fixation du PI(4)P de Drs2p (constituée de la zone enrichie en résidus positifs
RMKKQR, résidus 1268 a 1273, et de I'hélice a, résidus 1273 a 1283), on diminue la capacité de ces
constructions a restaurer la croissance a basse température des levures Adrs2, et cette diminution
est beaucoup plus forte lorsque I'on a délété en particulier la zone enrichie en résidus positifs. Et des
troncatures au-dela de cette région (en aval du résidu 1284) ou, et de maniere plus intéressante, une
délétion dans la zone du site de fixation de Gea2p en amont du site de fixation du PI(4)P,
n’entrainent qu’une trés faible altération voire aucune altération de cette capacité de restauration.
Ces résultats sont compatibles avec nos propre résultats pour les constructions drs2”?°-Bad et
drs2"°%-Bad, mais pas pour les constructions drs2"'**°-Bad, drs2""**°-Bad et drs2""*”>-Bad. Peut-&tre
cette différence est-elle due aux différentes souches de levures utilisées dans les deux laboratoires
pour tester cette restauration. Pour la troncature N-terminale, il n’existe pas, a ce jour, de données a
comparer a nos résultats.

Notre étude a, par ailleurs, montré que le niveau d’expression des protéines tronquées
biotinylées était en général plus faible que le niveau d’expression de Drs2p sauvage biotinylée, ce qui
pourrait indiquer que I'extrémité C-terminale de Drs2p a un role dans |a stabilité de la protéine. Les
délétions de Drs2p affectent aussi le niveau de glycosylation de Cdc50p, ce qui suggére que
I'interaction entre Drs2p et Cdc50p est altérée. Si tel est le cas, I'adressage du complexe vers le trans-
Golgi pourrait étre perturbé.

L’étude de la phosphorylation des différents mutants de Drs2p, co-exprimés avec leur partenaire
Cdc50p, a aussi montré que la quantité de dérivé phosphorylé formée était faible. Compte-tenu des
résultats précédents, concernant le test de restauration de la croissance des levures Adrs2 a basse
température, la quantité de protéines Drs2p-Bad biotinylées et la proportion de protéines Cdc50p-
His,, glycosylées, deux interprétations pourraient expliquer I'absence de formation du dérivé
phosphorylé pour les différentes protéines tronquées :

- (a) les troncatures augmentent la vitesse de déphosphorylation de Drs2p, comme initialement
espéré.

- (b) les troncatures inhibent la formation du dérivé phosphorylé sur Drs2p, soit directement a
cause de la troncature, soit indirectement ; ou bien parce que la troncature aboutit a un mauvais
repliement de Drs2p, ou bien parce que la troncature empéche la formation correcte du complexe
Drs2p/Cdc50p, lui-méme critique pour I'obtention finale d’un complexe actif.
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L'interprétation (b), avec une responsabilité indirecte de la troncature, serait compatible avec la
faible biotinylation des protéines tronquées (Fig. 7), qui nous a fait supposer que les mutants
tronqués exprimés s’étaient en partie mal repliés. Les protéines tronquées fonctionnelles ne seraient
gu’en trop petite quantité pour permettre de détecter la formation du dérivé phosphorylé (mais en
quantité suffisante pour restaurer la croissance a froid). De méme, nous avons vu que les délétions
de Drs2p affectaient le niveau de glycosylation de Cdc50p (Fig. 6C), ce qui nous a fait supposer que
I'interaction entre Drs2p et Cdc50p pouvait étre altérée dans la levure, et comme nous avons déja
montré I'importance de la co-expression avec Cdc50p pour la phosphorylation de Drs2p (Chapitre
1.1, Fig. 12), une altération de la formation du complexe Drs2p/Cdc50p pourrait donc aussi expliquer
la perte de phosphorylation.

Dans le cadre de I'interprétation (b), pour discriminer entre une inhibition directe ou indirecte de
la phosphorylation, il faudrait trouver un moyen de tronquer I'extrémité C-terminale aprés formation
d’un complexe correctement replié de Drs2p avec un Cdc50p qui aurait auparavant joué
correctement son réle de chaperon. Ce qui pourrait étre proposé, c’est d’insérer la séquence du site
de clivage par la TEV a des positions variables du géne DRS2 (celles choisies dans cette étude pour
déterminer I'extrémité C-terminale des différents mutants) afin de procéder aux troncatures apres
co-expression du complexe, et alors étudier leur éventuel effet sur la fonction.

L'interprétation (a) serait compatible avec notre hypothése de départ sur la présence de
domaines d’auto-inhibition sur les extrémités N- ou/et C-terminales de Drs2p. En effet, la vitesse de
déphosphorylation des mutants, qui ne subissent plus d’auto-inhibition, serait alors suffisamment
élevée pour que la quantité de dérivé phosphorylé présent a I'état stationnaire soit fortement
diminuée.

Pour discriminer entre les interprétations (a) et (b), il faudrait mesurer I'activité ATPasique des
mutants tronqués (une vitesse de déphosphorylation accrue devrait augmenter la vitesse globale de
I’hydrolyse de I’ATP), voire leur capacité a transporter des lipides en systéme reconstitué. Mais pour
pouvoir mesurer ces activités ATPasiques, une purification de chacune des protéines tronquées sera
inévitable, pour éliminer les contaminants tels que I’ATPase a proton de la membrane plasmique de
levure, Pmalp (déja montrée sur la Figure 10 du Chapitre Ill.1). Ce n’est qu’aprés purification des
différentes protéines Drs2p tronquées, en complexe avec la protéine Cdc50p, que nous pourrons
conclure quant a la fonctionnalité des mutants de Drs2p tronqués en N- ou C-terminal que nous
avons préparés.

Il serait aussi intéressant d’étudier I'extrémité N-terminale plus en détail, en réalisant différentes
troncatures comme cela a été fait pour I'extrémité C-terminale. A propos de cette extrémité N-
terminale, il faut d’ailleurs remarquer que nous ne pouvons pas exclure completement la possibilité
que le fragment tronqué de Drs2p précédemment nommé « Drs2pACter » soit en fait coupé en C-
terminal ET en N-terminal. Pour clarifier les choses, on peut envisager d’effectuer un séquengage N-
terminal de cette forme tronquée, et pour déterminer sa masse exacte (et donc son extrémité C-
terminale), nous pourrions avoir recours a la spectrométrie de masse.
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Il serait d’autant plus intéressant d’étudier plus en détail le role de cette extrémité N-terminale
gue nous venons de réaliser (mais trop tard) qu’uneune différence majeure entre notre Drs2p et la
protéine ATP8A2 : I'extrémité N-terminale de Drs2p est beaucoup plus courte que celle de ATP8A2,
d’environ 160 acides aminés (cf Annexe 2).

S’il est finalement confirmé que la délétion des extrémités N- et/ou C-terminale de Drs2p, en un
endroit spécifique, leve une auto-inhibition de la protéine entiére qui pré-existerait, cela pourrait
avoir des retombées intéressantes pour la compréhension des modes de régulation de Drs2p. Il
resterait cependant évidemment a savoir si cette forme tronquée est également compétente du
point de vue du transport de lipides. Beaucoup de choses restent donc a faire !
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IV. Conclusions et perspectives

Co-expression de Drs2p et Cdc50p

La mise au point de la co-expression de Drs2p et Cdc50p nous a permis d’obtenir une fraction
membranaire enrichie en membranes dérivées du Golgi, qui contient environ 3% de Drs2p, formant
au moins en partie un complexe avec Cdc50p. La qualité de ces membranes nous a permis de
débuter I’étude du cycle catalytique de Drs2p sans devoir passer par une purification préalable. Nous
avons mis en évidence la formation d’un dérivé phosphorylé sur le résidu D560 de Drs2p, dépendant
de la présence de Cdc50p (et a hauteur, environ, de 0,15 mol *’P/mol de Drs2p, en membranes ou en
présence de DDM. Les résultats obtenus indiquent que les glycosylations des protéines CDC50 sont
probablement importantes dans les étapes initiales de la formation du complexe des protéines
CDC50 avec les ATPases de type P4 (adressage du complexe, maturation), mais qu’elles ne sont pas
essentielles pour la phosphorylation de I’ATPase P4 une fois le complexe formé. Nos résultats ont aussi
suggéré que la fixation sur la forme « E1 » de Drs2p d’un ion qui serait transporté par Drs2p, n’est
pas nécessaire pour le démarrage du cycle catalytique par I’ATPase. Par ailleurs, les inhibiteurs
connus des ATPases de type P, tels le vanadate et les composés fluorés, inhibent la phosphorylation
catalytique de Drs2p. Finalement, la capacité de Drs2p a se déphosphoryler suggére que le complexe
Drs2p/Cdc50p est capable de réaliser un cycle catalytique complet.

Afin de mettre au point des conditions de solubilisation du complexe Drs2p/Cdc50p, pour une
purification ultérieure ou encore pour déterminer I'effet de différents types de lipides sur Drs2p,
plusieurs détergents ont été testés. Il est ressorti de ces essais que le DDM semblait le meilleur choix
pour solubiliser le complexe Drs2p/Cdc50p glycosylé, tout en protégeant sa capacité a former a I'état
stationnaire une proportion raisonnable d’enzyme phosphorylée et en minimisant I'inactivation
irréversible du complexe. En outre, le DDM ne semble pas perturber de facon significative la
cinétique de déphosphorylation de Drs2p.

L'effet de différents lipides sur la cinétique de déphosphorylation de Drs2p a ensuite été testé.
Nous avons observé que contre toute attente, la PS, substrat de Drs2p qui devrait normalement
accélérer la déphosphorylation de Drs2p, ralentit cette vitesse de déphosphorylation. En revanche,
en présence de PI(4)P, on observe bien I'effet stimulateur attendu de la PS. Une des conclusions
principales des travaux présentés dans cette these est donc que seule la fixation de PI(4)P permet la
déphosphorylation rapide de la protéine en présence de PS, alors qu’en absence de PI(4)P, la PS
ajoutée peut probablement accéder a son site de fixation, mais sans pouvoir étre transportée : en la
seule présence de PS, la protéine serait bloquée dans sa conformation « E2P ». Le PI(4)P est un
régulateur important du trafic membranaire. L'effet du PI(4)P sur la « flippase » Drs2p que nous
avons identifié est donc parfaitement cohérent avec l'implication de Drs2p dans le trafic
membranaire.

Pour aller plus loin dans la dissection du mécanisme de transport, du réle du PI(4)P, et pour
débuter les études structurales, nous devons nécessairement purifier le complexe Drs2p/Cdc50p.
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Purification du complexe Drs2p/Cdc50p et propriétés fonctionnelles

Le protocole de purification que nous avons mis au point au laboratoire pour la purification du
complexe Drs2p/Cdc50p est prometteur, puisqu’il nous permet d’obtenir 0,5 mg de complexe actif a
partir de 1 litre de culture en Fernbach, aprés une seule étape de chromatographie d’affinité, sur
résine streptavidine. Ce rendement devrait encore augmenter lorsque nous mettrons en route des
cultures en fermenteur. Apres la purification sur la résine streptavidine, I"analyse par filtration sur gel
montre que Drs2p et Cdc50p sont toujours majoritairement en complexe.

L'obtention d’'un complexe purifié et actif permet d’envisager des essais de reconstitution en
protéoliposomes du complexe Drs2p/Cdc50p, afin d’étudier le transport de lipides de maniére
classique (i.e. en utilisant des lipides fluorescents ; voir aussi ci-dessous). Nous devrions également
pouvoir préciser le réle du PI(4)P et étudier les détails du cycle catalytique du complexe
Drs2p/Cdc50p, et encore identifier, a I'aide de la mutagéneése dirigée, les résidus importants pour la
fonction, le transport, ou encore pour l'interaction de Drs2p avec Cdc50p. Les effets de mutations
déja identifiées dans diverses pathologies pourront aussi étre étudiés, apres mutation des résidus
correspondant dans Drs2p. Enfin, les essais de cristallisation du complexe Drs2p/Cdc50p pourront
étre démarrés, en vue de son étude structurale par cristallographie aux rayons X.

Il nous reste cependant, pour que cette purification soit significative, a résoudre le probleme de
|"apparent désaccord entre nos mesures de la cinétique de déphosphorylation de Drs2p (lente) et nos
mesures de son activité ATPasique (relativement rapide). D’'un cOté, nous mesurons apres
purification une activité ATPasique sensible a la présence de PI(4)P et relativement rapide (voisine de
~0,5 umol de Pi/mg de Drs2p/min (en présence de PS et de PI(4)P), ce qui n’est d’ailleurs pas trés
différent de ce qui a été déja mesuré pour Drs2p par Zhou et collégues en 2009). De I'autre, nous
mesurons des cinétiques de déphosphorylation qui, méme en présence de PS et de PI(4)P, ont des
temps caractéristiques de I'ordre de la minute, beaucoup trop lents pour engendrer la libération de
phosphate mesurée.

Cette apparente contradiction suggere la présence de deux populations d’ATPases Drs2p dans nos
échantillons. Une de ces populations aurait une vitesse de turnover catalytique relativement élevée,
reflétée par nos mesures d’activité ATPasique, suffisamment élevée pour que son dérivé phosphorylé
formé a I’état stationnaire ne contribue que pour peu aux résultats des mesures de phosphorylation
et de déphosphorylation ; I'autre aurait un turnover catalytique lent, reflété par nos cinétiques de
déphosphorylation, tellement lent qu’elle ne contribuerait en rien a I'activité ATPasique mesurée. Le
seul point commun de ces deux formes de Drs2p serait qu’elles sont toutes deux modulées par le
PI(4)P. Plusieurs hypothéses peuvent alors étre émises quant a I'identité de ces deux populations.

La premiére serait qu’une des populations serait constituée du complexe Drs2p/Cdc50p sauvage
et I'autre population d’une protéine Drs2p tronquée a son extrémité N-terminale, qui serait toujours
sensible au PI(4)P, toujours en complexe avec Cdc50p et qui hydrolyserait plus vite I’ATP que la
version sauvage. Pour tester cette hypothése, on pourrait identifier par séquencage d’Edman cette
éventuelle troncature, déja soupconnée (western-blots des Figures 4 et 5 du Chapitre Il1.2).
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L'obtention du mutant tronqué correspondant pourrait permettre de confirmer le fait que cette
version tronquée hydrolyse plus vite I’ATP que la version non tronquée.

La deuxieme hypothése serait la coexistence, dans la fraction purifiée, de protéines Drs2p isolées
et de protéines Drs2p en complexe avec Cdc50p, avec un turn-over beaucoup plus lent pour le
complexe que pour Drs2p seul. Pour tester cette hypothése, on pourrait créer un nouveau vecteur de
co-expression, codant d’une part, DRS2/le site de clivage par la TEV/lI'étiquette Bad comme
précédemment, et d’autre part une nouvelle version de CDC50, qui ne contiendrait pas le site de
clivage par la TEV précédemment introduit. Le complexe exprimé et purifié sur résine streptavidine
serait alors mis en présence de résine Ni**-NTA, qui retiendrait le complexe Drs2p/Cdc50p par
I'intermédiaire de Cdc50p, et la fraction de Drs2p non retenue (non associée a Cdc50p) pourrait alors
étre étudiée du point de vue de son activité ATPasique propre ou de ses propriétés de
phosphorylation et déphosphorylation.

La troisieme hypothése serait que la présence a I'extrémité C-terminale de Drs2p de |'étiquette
Bad dans les membranes, ou de la persistance de la TEV dans |'éluat purifié, pourrait inhiber
significativement la déphosphorylation de Drs2p, et que notre tentative d’éliminer cette possibilité
(Fig. 22E du Chapitre I1l.1) n’ait pas été suffisamment probante : si Bad a bel et bien été décroché par
I'action de la TEV dans cette expérience, il n’est pas impossible que |la TEV elle—méme soit restée
fixée a son site de coupure, site qui parce qu’il était greffé en C-terminal de Drs2p n’a perdu qu’un
seul acide aminé a la suite de cette coupure. L’élimination de la protéase TEV de I'éluat de la
streptavidine, par 'ajout d’un peptide substrat et fixation sur une résine Ni**-NTA (TEV posséde une
étiquette de 6 histidines en position C-terminale), permettrait de vérifier cette derniére hypothése.
Une autre possibilité serait de réaliser de nouvelles constructions avec le site de coupure par la
protéase TEV et I'étiquette Bad sur I'extrémité N-terminale de Drs2p.

Une quatriéme possibilité, enfin, pourrait étre que I'apparente hétérogénéité de nos préparations
soit en rapport avec la lente dérive que nous avons observée au cours de leur incubation dans leur
milieu de phosphorylation avant addition de I’ATP radioactif, nos membranes C3 se phosphorylant
d’autant mieux qu’elles ont été pré-incubées a froid pendant un temps long avant la phosphorylation
(une heure ou plus, voir par exemple Chapitre IIl.1, Fig. 18D, symboles blancs). Si par exemple une
phosphorylation non catalytique de Drs2p par une kinase, sur I'un ou l'autre des résidus sérine de
Drs2p, affecte le turnover de Drs2p, et si la dérive observée reflete I'action d’'une phosphatase
endogéne attaguant lentement cette sérine phosphorylée, on aurait la une source possible
d’hétérogénéité. La solution pourrait étre alors de sélectionner la forme phosphorylée ou la forme
déphosphorylée.

Réle physiologique des ATPases P4

Pour un organisme multicellulaire, la séquestration de la PS sur le feuillet cytoplasmique des
cellules présente un intérét majeur pour divers processus de reconnaissance (par exemple,
I’exposition de la PS a I'extérieur des cellules en apoptose devenant, pour les macrophages, un signal
de reconnaissance). Mais cette seule implication ne suffit pas pour comprendre I'intérét, pour un
organisme unicellulaire comme la levure, de transporter la PS : ce transport de PS doit donc avoir une
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autre fonction indépendante de la communication avec I'extérieur. Au vu des données de la
littérature, il est tentant de penser que I'implication des ATPases P4 dans le trafic membranaire est |a
fonction principale que ces ATPases ont en commun ; il apparait donc crucial d’identifier le lien entre
I'activité de ces ATPases et le trafic membranaire. Ce lien pourrait bien étre le fait que la formation
de vésicules requiert une déformation membranaire préalable, et que celle-ci pourrait étre la
conséquence directe du transport de lipides.

Afin de tenter de prouver ce lien entre l'activité de flippase de Drs2p et les déformations
membranaires, il serait intéressant de reconstituer le complexe Drs2p/Cdc50p purifié en vésicules
géantes (GUV), et de tester, par microscopie optique, si I'activité de flippase de Drs2p est corrélée a
des déformations membranaires. On sait déja que I'ajout d’environ 1% de lipides sur feuillet externe
d’une vésicule géante entraine la formation de bourgeons a la surface de la vésicule (Lopez-Montero
et al., 2005; Papadopulos et al., 2007), et que la présence d’une flippase active (mais non purifiée)
dans ces membranes entraine la disparition de ce bourgeon (Fig. 1, (Papadopulos et al., 2007)). Il
serait intéressant de tenter de créer ces bourgeons a I'aide de Drs2p purifiée (et de ses partenaires
lipidiques et protéiques adéquats).

lipids
A — | = " —> —> "‘
Flippase
L 4 @ 4 (@ o
B ” 11 _\'.. / s il 4 _ -.
il 8 L= > - >
' Rl N ™ %
t=0 t=t, t,<t<t, t=t, t>t,

Papadopulos A et al. J. Biol. Chem. 2007;282:15559-15568

Figure 1. Mise en évidence du transport de phospholipides naturels par une flippase, via la relaxation des
déformations de membranes préalablement induites par I'addition de lipides a une vésicule géante (GUV).
L’insertion de phospholipides exogénes a t = O sur le feuillet externe de la vésicule entraine la formation d’un
bourgeon. En absence de relaxation rapide, le bourgeon reste stable (A), alors qu’en présence d’un transport de
lipides médié par une flippase non purifiée du RE (B) (ou d’un flip-flop rapide et spontané), le bourgeon disparait
et la vésicule retrouve sa forme originelle.

En fait, le transport de lipides par les ATPases P4 n’a pas encore été prouvé de facon absolument
non ambigué, puisque les tests de transport ont été réalisés soit sur cellules entiéres (par exemple
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des levures), ce qui ne permet pas d’exclure un transport secondaire, soit avec des protéines
purifiées mais en utilisant des lipides modifiés par un groupement fluorescent. Or, une étude a
montré qu’ABCB1 (une ATPase qui n’appartient pas a la famille des ATPases de type P, mais a la
famille des protéines ABC) transportait le NBD-glucosylcéramide mais pas le glucosylcéramide
naturel (Halter et al., 2007). Il apparait donc primordial d’établir un test de transport de lipides
naturels, et de bien identifier le lipide naturel transporté de facon préférentielle.

Observer des déformations membranaires des GUV par microscopie optique lors de I'activité de
transport de lipides par le complexe Drs2p/Cdc50p purifié nous permettrait justement de répondre a
cette question, en nous affranchissant de I'utilisation de lipides modifiés par un groupement
fluorescent. Une collaboration avec I'équipe de Joost Holthuis, a Utrecht, a été entamée pour mettre
au point la formation de vésicules géantes contenant le complexe Drs2p/Cdc50p et démarrer ces
essais.

A plus long terme, la compréhension de la fonction de Drs2p et des autres ATPases P4 nous

permettra de comprendre le lien entre dysfonctionnement des ATPases P4 humaines et les
pathologies associées a ce dysfonctionnement.
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Annexel
Prédiction de structure du N-terminal de Drs2p :

cont: JANNNNRNNRRNRNERRERn=nnn i RRNRRRNRNRRRN RN

Pred:

Pred: CCCCCECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCooCee
ARk: MNDDRETPEPEREPGEDDTLEDIDFLDDTTSHSGSRSEVTH
| | I I

10 20 30 40

cont: JHNNNNERERRNNNENnnnn NN NN NN nnnnnRRRRNE

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
AR: SHANANYIPPSHVLPEETIDLDADDDMNIEMDVHENLEMSN
I | I I

50 60 70 20

conf: JINNINNEERNANERRRNNANn s RN N A nnnnni DO

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
ARk: NHDDOTSWNANRFDSDAYOPOSLEAVEPPGLFARFGNGLE
I | I I

20 100 110 120

conf: InssnEENNRNIBunmnnnnnnnnn Nl NnnnnREnnst
Fred: fI

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCH
ARk: NAFTFEREEGPESFEMHNHYNAVTNNELDDNYLDSENEEFNI
I | I I

130 140 150 160

Conf : Jasazs=-mxnINNNNENNNRNN-IRNERRNRNENRNNNN:

Pred: j
=

Pred: HHHHHHHHHCCCCCCCCOCCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCC
ARk: KEILFNEYILEENVGDAEGNGEPEVIHINDSLANSSFGYSD
I | I I

170 120 13%0 200

conf: JlnpEEEEEznsnnEennnlll
Pred: __

Pred: CCEECCCCCCCCCCCCCOCCCC
AR: NHISTTEYNFATFLPEFLEQE
I |

210 220

Legend:

halix Conf: 3=:|IIE = confidence of prediction
- +

= strand Pred: predicted secondary structure

coll AR: target sequence

155



Prédiction de structure du N-terminal d’AHA2 :

conf: IniININEEnERNRNNNERNNEE=RRNNNNNNNNDNNNN

Pred: (<

Pred: CCHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHH
AA: SSLEDIKNETVDLEKIPIEEVFQQLKCSREGLTTQEGEDR
1 1 I I

10 20 30 40

conf: JINnnEIRNEEEnnnEmn=nt

Pred:
I

Pred: HHHHCCCCCCCCCCCCCCCC
AA: IQIFGPNKLEEKKESKLLKE
1 1

50 60

Legend:

D = helix Conft: ]::IIII[ = confidence of prediction
- +

= strand Pred: predicted secondary structure

= coil ARA: target sequence
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Prédiction de structure du N-terminal d’ACA2 :

Tl b L EEEEEEEEEEEE EEEE R e 1 e —

Pred:

Pred:

Ly

Contf:
Pred:

Pred:
AR

9 —
CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHEHACCCCCEEE
MESYLNENFDVEAKHSSEEVLEEWENLCGVVENFPEEERFRE

10 20 20 40

a1 ERSREREEEEEEEEEEEEEREREERE] L

—) —
CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC
TANLSKRYEAAAMEERTNOEKLRIAVLVSEAAFQFISGVSP

1 1 1 1

50 60 70 80

cont: JINNINNInansN RN RNNERNEN nan AN RRN AN Nnnt

Pred:

Pred:
Al

9 v Y

CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCHHHHAHACCHH

SDYTVPEDVKAAGFEICADELGSIVESHDVKKLKFHGGVD
1 1 1 1

50 100 110 120

conf: JINNNNznRINERNENERsnx RN RN Ens AR ERNNNNNNEN

Pred: 00 0 )
E— \ s

Pred: HHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCC

AL: GLAGELEASPTDGLETEAAQLSQROELFGINEFAESEMRG

1320 140 150 160
Legend:
‘i = helix Conf: ]::Illl[ = confidence of prediction
- +

strand Fred: predicted secondary structure

coil BR: target sequence
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Annexe 2

Alignement de séquences des ATPases de type P4

1 0 QOLI&3 ALA10 ARATH
1 0 QUSAFS  ALA11 ARATH
1 0 P57792 ALR12 ARRTH
1 0 P93204 ALR1 RRATH

1 0 P93205 ALAZ RRATH

1 0 (OHIEE ALR3 ARATH

1 0 QOINQ4 ALR4 ARATH

1 0 [US663  ALAS ARATH

1 0 [OSLK6 ALRG_ARATH

1 0 QOLVKY ALAT ARATH

1 0 QULES0  ALAS ARATH

1 0 (9533  ALRY RRATH

1 0 060312 AT10A HUMAN
1 0 0094823 AT10B HUMEN
1 0 [OF241  AT10D HUMEN
1 0 P92196  AT11A HUMEN
1 0 QO¥2G3  AT11E HUMEN
1 0 QENB49  AT11C HUMAN
1 0 (29449  ATEA1 BOVIN
1 0 054827  AT10A MOUSE
1 0 (BEZX1  AT10D MOUSE
1 0 P93197  AT11A MOUSE
1 0 (ONOZ4  AT11B RABIT
1 0 QOQIW0  AT11C MOUSE
1 0 QO¥Y2Q0  ATSA1 HUMAN
1 0 P70704  AT8A1 MOUSE
1 0 QONIIZ ATEAZ HUMAN
1 0 P98200 AT8AZ MOUSE
1 MST 3 043520 ATEB1 HUMAN
1 MST 3 (l48W0  ATEB1_MOUSE
1 0 P93198  ATEB2_HUMAN
1 0 F98199 ATEB2 MOUSE
1 METGE, 5 060423 ATEB3_HUMEN
1 0 [eTF&2  ATSB4_HUMEN
1 0 A3FIN4  ATEB5_MOUSE
: Drs2p- TT5ESESRS———EvT NSEANANYTPPSEVLEEE-—-11H 94 P39524  ATC3_YEAST

1 MSSPSEPTSPEY] HISaSASNaLSS}’SP {P-SSRECNIEVAE--T GESVLERQSHPMEBISTERLSEVT 110 Q12675  ATC4 YERST

1 ysarfﬁalaﬂ_apysp TFQF—-—-] ;iig!]' HIA[—‘IHF' Iaﬁl‘ SHEYSEPQ-————————= V5 75 P32660  ATCS5_YEAST

[ — MPNPPSERSHE-QNLENSH-NNQHANSVE--SFBLELEES SLQIN---N NEEPLSKENT---velEEsFiME 74 P40527  ATCT YEAST

1 MGIABGORE--RSSSLETOMF NEELYBRYRGHET - 60 (12674  ATCE_YERST

1 MI 2 075110 ATP9A HUMEN
1 MT 2 070228  ATP9A MOUSE
1 MADQIE--LYPVRSARAVALL ——————————— NRERARYFSS-—-AGPGPGABRES 40 RI1R4J6 ATP9B_BOVIN
1 MABOIE—-LYPVRSAAL-AAR— - NRERARYYSA---AGERPGADRES 39 043861 ATP9E_HUMAN
1 MABOIE—-LYPVRSAGA——AA- SHRERRYYS5---RGPGEGADRRG & P98195  ATP9B_MOUSE
1 MABQTP--LYPVESLAAA-AAR- - SHRRRAYYSA--—-VGPGPGREREG 39 D4RBBA ATPSE_RAT

1 M-BGE- SERRR----- BLALSHIYSYTC-- HSNIGGEGEFSEVV 42 Q9LIZ3  ALA10_ARATH
1 M- KCRER BLALSNTYAFRG HSHIGGPGFSEVV 40 Q95SAFS  ALA11 ARATH
1 MAT-VSG- RRRIR HIQLSHLFILTG—- -PESKIGRSGFSEVV 44 P57792  ALR1Z ARATH
1 ——-MBPBEST-——— HirriElir116vs--sBwsvs SRR - - Fvrrolres- KRIRE csacABsELs- -MSQEETKBBBRELI 70 P98204  ALAl BRATH
1 MERFV 5 P98205 ALAZ ARATH
1 oo MVRSG srsvlss Al‘H\‘,RIFSRTF———ILGHIQFMFI—YRTV 8 QOXIEG ALA3 ARATH
1 MLE- GRIHS HLALSHIYTFGC-—--— LAPSABE---GOBPHPIQGEGFSETV 43 (QOLNQ4  ALA4 ARATH
1 MBR- GRIRS HLELSLLYTFGC-- SQPIQGEGESETV 43 (95663  ALAS ARATH
1 MBE- HRIRS RIRESHFYTFRC HGPHVING[—‘GYTRIV 43 (95LK6 ALA& ARATH
1 MER- oo BEIRS-————- C GPHIINGEGYTRIV 43 Q9LVK9 7_BRATH
1 MR- GERRE 40 QOLE90 ALAR ARATH
1 MVG-GET- RRRR BLOLSELYTLTC 44 Q95X33 ALAY ARATH
1 MEERPLG TEEEGE P-——-G cE-TETV-——BSH--1 51 060312 AT10A HUMAN
1 }inLS'i! STWERWGWRVRDEFRH-———— CPSETTE-- B 094823 AT10B HUMAN
1 LOWARYEWRALIACATERBBSCoYNYSS—————— 53 QOP241  AT10D_HUMAN
1 5-- LV———-RILVE 26 P98196  AT11A HUMAN
1 -EWIRQ 22 Q9Y2G63  AT11B_HUMAN
1 MO~ - MVE---SLEER 25 QaNB49  AT11C HUMAN
1 MET-ME-- BrvsH1EsE-aBcvERTHRvs- 39 Q29449  RATAR1 BOVIN
1 vERELen RS2 5oWERPRRREWEGE-TRTV--—BSN--1. —LE‘PL\:II 55 054827  AT10A MOUSE
1 LOWARHEWRALSHGRAQGEDER PYNYAS-————-LLACGH] 53 QEEZY1  AT10D MOUSE
1 MiicS—- LL----RTLVE 26 P98197  AT11A MOUSE
1 14 (Q9N0Z4  AT11B_RABIT
1 -MF---BRTLN 22 Q9QIN0  AT11C_ MOUSE
1 --- 39 Q9Y2Q0  ATEA]l HUMAN
1 39 P70704  AT8R1 MOUSE
1 8 QONTIZ ATBA2 HUMAN
1 18 P98200  ATERA2 MOUSE
T Atpsb'l———ﬁ II }.S"I—‘N—— 66 043520 AT2B1_HUMAN
4 IT QEN-—— 66 Q148W0  RTSB1_MOUSE
1 35 P98198  AT2B2_HUMAN
1 35 P98199  AT8B2Z_MOUSE
[ 109 060423 ATEB3_HUMAN
1 15 QaTF62  ATEB4_HUMAN
1 39 R3FIN4  AT8BS_MOUSE
95 LB SENKFNTRTL- FAYTLERNVE - B2E - 185 P39524  ATC3_YERST

111 -GTRENKSGRTBINR ST LEWARRN FENA THEF STREHS 208 Q12675  ATC4_YEAST

78 SGIPHT—— 4 -~ ~GTEENEHGNE TMGR S KT LEWARKNT ENE I-——HPGAINERQELRTV 170 P32660 ATCS_YEAST

75 SQOENFEFINIASSEESS- —————— SNNIFSEALSYLEVSNTENWSEF-———— G3E----- 1-BrsBoHTERETEP-—- 159 P40527  ATCT YEAST

61 22 ¥l ¥-GSEOVS--YSIITEI-LETI - BERET F--H3E- GRETPIILEENAT 116 Q12674  ATCE YEAST

3 NIPLQEVEQ- = Em—}i SEP Baced ———C--CGGGEARFRTV 41 075110  ATPOA_HUMAN
3 SIELOFVRE- H-—--FE-T SR BAGCCEWLE---C--CGGGEPEFRTV 41 070228  ATP9A MOUSE
41 G SEYHTLERRRTTR- B VF---VCEEREEL-— COWLI-NIC--QEERSLERETV 119 R1R4J6 ATP9B_BOVIN
40 & SEYHTLERRRTM) {F---VCHGWEFL-----CTSCCERLI-NIC-- TV 118 043861 ATP9B_HUMAN
33 & SPYRTLERARITE- E. S GLEWF---VCGEWEFL-----CI3 I-WVC--{ TV 117 P98195 ATP9B MOUSE
40 G SOYHTLPRARTTA- —————— B-——-ERGLEWF---VCGEWEFL-———— CTSCCRWLI-NVC—— TV 118 D4ABBE  ATPSB_RAT
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43 147 QOLI83 ALA10_RRATH
a1 145 (QOSAFS ALA11_ARATH
15 YVETTE 149 P57792 ALA12 ARATH
71 NS THTAK 175 FP98204 ALR1 BRATH

6 BT SIE 108 P98205 ALA? ARATH
39 KGNSISTT] 140 (QOXIEG ALA3 ARATH
14 NYVSTTR 148 (QOINQ4 ALR4 ARATH
44 | SHYVSTTER 148 Q95GG3 RLAS RRATH
44 B 1 145 (9SLK6 ALRG_RRATH
11 148 (QOLVKY ALAT ARATH
41 VAFVSES-PLAPYTAPSVLAFLLT 145 (QOLK90  ALAS ARATH
45 [LAFT_PLAPYTASSATVPLLEY 149 (95X33 ALA9 ARATH
52 QPCLALAPVLEILAITAFEELH 151 060312 AT10A_EUMAN
19 FPNNSIFH il BEYEGH SEITMLPLATVLFVIMI 158 094823  AT10B_EUMBN
54 VPHI = SGAYVNNEIBTT YTLLNEVPRNLE'Q EVYSE 163 (oP241  AT10D HUMAN
27 PPPG YIPQRYEBN AMNQCPVHFIQH--- 135 P98196 AT11A HUMRN
23 mn‘gFPQ— NGLYTPQEFIDN SUNGAPVYVVES-—— 129 (9¥2G3  AT11B_HUMBN
26 FVGNH—PVSI N IMIFYFLI IFLVQV 133 QENB49 AT11C HUMRN
a0 - ANSEELE I 1I.QQI 140 (29449  ATBA1 BOVIN
56 N 155 054827 AT10A_MOUSE
54 N 163 (QEK2X1  AT10D_MOUSE
27 NRIVSSEYTFWNFIELEE 135 P98197  AT11A MOUSE
15 NEIISSKYTVRNEVE 1ILEE 121 (ON0Z4  AT11E_RABIT
23 MR TVSS 130 QOQZWO  AT11C MOUSE
40 1} TAK BEAMSFFLF IALLOQT 140 Q9¥2Q0 RT821 HUMRN
40 NEVSTA] \NSFFLF IALLOQI 140 P70704  AT8A1_MOUSE
19 NQISTAK! AMNAFFLF IALLQQI 119 (QONTIZ  ATEA2_ EUMAN
19 HLNEFCHNRISTA AANAFFLE IALLQQGI 119 P98200  ATBA2 MOUSE
&7 SEYANNATETY 183 043520 ATEB1_EUMAN
67 %simsmu TY 183 (148WO0  ATEB1_MOUSE
36 FQYASNCIKTS 139 P98198  ATSB2_HUMAN
36 ——FQYRSNCIKTS 133 P98199  ATEB2_MOUSE
110 QANNBAYNGQ - FEBRVILCWOREHYEINVIRTIAK 224 060423  RTSB3_ HUMAN
18 —FOY] IHETSK 119 (Q8TF&a2 LTEB4_HUMRN
10 ,Fiy STHTS 7 143 R3FIN4 ATEBS MOUSE
186 -SSFGYSENHISTTE, B KELNNST2] 290 P39524  ATC3 YEAST
209 LPLAVYPRNETRTTEYTPLTFFRPENTLE() T} B 323 (12675 AIC4_YERST
i i NETMOYPRNEIRTTEYTPLTFLEENILFQ L] BTHI. 285 P32660 ATC5_YERST
160 e VS NELSNAKYNAVT EVETLLYED! YNLYFLV RESHNELvE 261 P40527  AICT YEAST
187 BYTFYSFLPBQLYAQFSELANTYFFI | EEENNEF 232 Q12674 ATCE_YEAST
42 YFFNLYFLL EEVNSQVYS 144 075110 ATP9A EUMAN
a2z KEMISOVYS 144 070228 ATP9A_MOUSE
120 EEVISOLYS 222 R1R4J6  ATP9E_BOVIN
113 KEVNSQLYS 221 043861 ATP9B_HUMBN
11z S DHEMISQLYS 220 P98195  ATP9B_MOUSE
=i o SQLYSKLIV——— 221 D4RBBE  ATP9B_RAT

*

148 156 (9LI83  ALA10_ARATH
146 154 Q9SAFS ALA1l ARATH
150 158 P57792  ALA12 ARATH
176 183 P98204 RLA1_BRATH
109 116 P98205 ALA2 RARATH
141 149 (9¥IEG  ALA3 BARATH
149 157 (QLNQ4 ALA4 BRATH
149 157 Q99663  ALAS_ARATH
150 158 (9SLKG  ALAG BRATH
149 157 Q9LVK9 RALA7_RRATH
146 154 QOLK90  ALAS RRATH
150 158 (9SX33  ALA9_BRATH
152 160 060312 RAT10A HUMAN
159 167 094823  AT10B HUMAN
164 172 Q9P241  RT10D_HUMAN
136 143 P98196 AT11A HUMAN
130 137 (9Y263 AT11B HUMAN
134 141 QSNB49  RT11C_HUMAN
141 148 (29449 ATEA1 BOVIN
156 164 054827  AT10A_MOUSE
164 172 (QSK2X1  AT10D_MOUSE
136 143 P98197  AT11A MOUSE
122 129 (9NOZ4  RT11E_RABIT
131 138 QOQZWO  AT11C MOUSE
141 148 (9Y¥2Q0  ATSA1_HUMAN
141 148 P70704  ATSA1_MOUSE
120 127 QONTIZ RAT8A2 HUMAN
120 127 P98200  ATBA2 MOUSE
184 191 043520 ATSB1_HUMAN
184 191 (I48WO  RTEB1_MOUSE
140 147 P98198  ATEB2_HUMAN
140 147 P98199  ATEB2_MOUSE
225 232 060423 RTEB3_HUMAN
120 127 Q2TF62  ATEB4_HUMAN
144 151 R3FIN4  ATEBS_MOUSE
291 299 P39524  ATC3_YEAST
324 mvmv‘i WEHFRERNTRALTET EBE&TMG SHSFGP Besrls1esvEMsalrcles 443 (12675 ATC4_YEAST
286 TSLWREFEEANSELLFEFIQY BVQETVGTSGP BssLBsTHsvEvsaBveRes 398 P32660  ATCS_YEAST
262 SIPS 267 P40527 ATCT_YEAST
233  NiROEv-YTLER SVVSSTAYLTES “”"“‘PPI.N‘.PNSSQGH}E‘I.IHE‘NNF ————— i IHQKI{W 259 Q12674  ATCA_YEAST
145 BGTVEVES 152 075110 ATP9R_HUMAN
145 TVKVES 152 070228  ATPOA_MOUSE
223 QVES 230 AlR4J6  ATPIB BOVIN
222 & S 229 043861 RTP9B_HUMAN
221 VQUES 228 P98195  ATPOR MOUSE
222 GHVQVES 229 D4ABBS  ATPYB RAT
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157 TMNI ENVNLYVEVGT AFPLIIQRT SELENTEY 270 Q9LIES RALA10 RRATH
155 THNI PHABLYTFVGTLE ALPLSIT SELENTEY 268 Q9SAFS  RLA11 RRATH
158 TMNT ENRNLYSEVGTMBLEG HYPLSPQULLLEGSELENTHY 271 P57792 ALA12 ARATH
184 TTHI TYGF:! Thc- SLSLGPSNIILAGCELENTAW 294 P9S204 ALR1 ARATH
117 TRAT TRE \LFPPFIBN-BVCSLTIENTLLQSCYLENTEW 233 P98205  ALAZ ARATH
150 TANI ENNSLYIFIGHL GCSLENTHY 262 QOXIE6 ALA3_ARATE
158 TMNT ENESLYTFVG] SELENTPY 270 (OLNQ4  ALA4 ARATH
158 TMNT ENENLYTFVG] SHLENTTY 270 (95663 ALAS ARATH
159 TMNT ENENLYTEVG] LENTAY 271 Q9SLK6 ALA6_ARATE
158 TMNT ENENLYTEVG] LENTSY 270 QOLVHS  ALAT ARATH
155 TMNT PNIEI.YSFV’GILY LENTHY 264 QOLH90  ALAS ARATE
159 TMNT ENLYSFVGTMELEG (LENTHPF 271 (95K33 ALA9 RRATH
161 TANI FEGCII SECTLENT 274 060312  AT10R EUMEN
168 TAST FENTTT PNNSLIEFEGY - IGCTIENT, 281 094823  AT10B_HUMAN
173 TSET F35AI LSRFRGFLEHSN-—--K- HCCTIENT 286 (OP241  AT10D_EUMAN
144 TLSL GLARTT LYHFVGRINVY SHLEr-—VVAPLGSENLLLEGATLENT 261 P98196  AT11A_HUMAN
138 BVITASI TLVAVI] LYRFMGEMIITQ- -IVRPLGPESLLLRGRELENT 254 (9Y2G3  AT11B_HUMAN
142 ILILLSSCITBEICYVITASI TLERAT LYKFVGRINIYSNSLEA-VARSLGPENLLLEGATLENTEE 259 QSNB40  AT11C_ HUMAN
143 mssslgﬁixmrlr NI B HLSGAT LY B TLLHGAQLENTQW 262 (329449  ATSRA1_BOVIN
= = 1111555Refcr.clrRraNT FRRGVVEGES : I IGCTIENTEA 278 054827  AT104 MOUSE
173 ENVIVGHFIRLSCHEIIPABMVLLFSTREBGICATETSGI NI KQEQVV‘RGYI RI L \GCTIENTER 286 QBK2X1  AT10D MOUSE
144 RELEVG FECHLIFLSS TCEVITASLEG Bor- BI SLEATT] LYKFVGAT PVVAPLG LLAGATLENT| 261 P98197  AT11A_MOUSE
130 ENIRVGEIVEL IFPRBLVLLSS SCHVITASI TNI rluvaw[mw.. «;mu TLVEVI umwgum!jc;*—rvzwrvl LLLEGRRLENT 246 (ONDZ4  AT11B_RABIT
138 HVE FPCHLILLSSCTITRGTCYVITASL NCHTHYAVEBTIAL-C T3 BATT] POENLYEFVGRISIYSNSIEA-VARSLGPENLITEGATLENTEE 256 QOQEZWO  AT11C MOUSE
149 VEETVEVTNGEELPARLISL IETSNI TNLEIRQGLEATSEI-B TLLHGAQLENTQW 262 (9¥2Q0  ATSA1_EUMAN
149 IVIIEG] IPANTVLLSSSEPQAMCYIETSNI ITNLEIBQGLPATSHI— E TILLRGAQLENTOW 262 F70704 ATSR1_MOUSE
128 VERIVEVVNGRYLEARVVLLSSSEPQAMCYVETANI TNLEIRQGLSHT. 241 QONTI2  ATBR2 HUMAN
128 VG IVEVLNGQYLEABMVLFSSSEPQEMCYVETANI TNLEIRQGLSHETT 241 PF98200 ATEAZ_MOUSE
192 HEIQVEEVIALEENEFVEARILLL ENSLCYVETARL INLEFEMSLETTERYLG 305 043520 ATEB1_HUMAN
19z IVGEVIELEENEFIFABILLL PNSLCYVETAEL THLEFEMALEITROYLG I 305 QLl4BWO ATEB1 MOUSE
143 MNVCVGHITHLENNQFVAARLLLLSSSEPEGLCY IETART TNMEVRQATFVT S| 260 P98198 RTEB2_HUMRN
148 MNVCVGRIIHLENNQFVALBLLLL PHGLCYIETRET THMEVRQATIEVTS 260 POE199 ATSB2_MOUSE
233 QELCVEEVVCLEEBNIVEABMLLLASTERSSLCYVETVEIBGETNLEFRQALMVT 346 060423  ATSB3_EUMAN
128 MNVEVCHIIKLENNQFVAANLLLL PHGLCYVETRET TNLEVREHALSVIS 241 (Q8TFE2  ATSB4_HUMAN
152 ENVOVGETIKLENNEPVIABMLLL PYGLTYIETRDI TNLEVEQAISVT SAMER 265 A3FIN4  ATEBS_MOUSE
300 IBIEVGEITEVESEEPIPABTIIL LCYIETANI TNLETEQSEVETAKF-I 412 P39524  ATC3 YEAST
144 ENVEVGET INNBETPABMILLST ACYVETHNI TNLEVEQSLEC ] : i 562 QL2675 ATC4_YEAST
399 EGVEVGHIVREI IPA, TENI TNI vgo LECTNTI-R HEWIE 517 FP32660 ATC5_YERST
268 VGRLTEVE TPR) TBOT BWELEVACPLTONT.-5 TASATEHSIEHTLG 379 P40527  ATCT_YEAST
300 VGRFVLLT! 2 THAT EQPEPELNKLTE AASGLANINA 419 QL2674  ATCE_YEAST
153 SNIQVGELI QRVER THOT LELFVACTQRL-E T IRSYVY] 268 O75110 ATP9R EUMEN
153 SNIQVGHLIL {QEVER) TROL LELPVACTQRL-E T. IRSYVY] 268 070228 RTPI9A_MOUSE
231 SPIQveHLI QRIES RO LEVAVSCTQRL-F FSINAYVYR 346 R1R4JE ATP9B_BOVIN
230 SPIGVERLI QRIES TRQT LEVAVSCTQRL-F FSISAYVYR 345 043861  ATP9B_HUMAN
229  SPIQVGHLI QRIPS GSCFIRTRQT HLEVAVSCTQRL-E FSISRYVYA 344 P98195  ATP9B MDUSE
230 SHIQVGELI QRIES GSCFIRTROT KLEVAVSCTQRL-T FSISAYVYR 345 D4RBBE  ATF9E_RAT
P . * * % = &

271 384 Q9LIB3  ALR1O0 ARATH
263 383 Q9SAFS ALA11_ ARATH
272 384 P57792 ALA12 ARATH
295 411 P92204  ALA1 RARATH
234 335 P98205 ALAZ ARATH
263 366 Q9XIE6 ALA3 ARATH
271 II¥TLLVLLILISCISSSGEARET] GYLIPTSLYVST 379 QOINQ4  ALAA ARATH
271 IILILL',ILILIS”I‘:SSJFEL\'EI ] YLIPISLYVSI 379 Q956G3 ALAS ARATH
272 380 (Q95LK6 ALAMG RRATH
271 379 Q9LVKS  ALAT ARATH
265 BE. o 378 Q9LK90  ALAS_ RRATH
272 PRRAPVAATYHFLIAVMLYSYFIPISLYVSI 384 (Q95X33 ALA9 ARATH
275 ~LSPVIRAVYSFLIMIIVL: 381 060312 AT10A_HUMAN
282 387 094823  AT10B_HUMAN
28 392 Q9P241  AT10D_HUMAN
262 368 F98196 AT11A HUMAN
255 361 (9Y263  AT11B_HUMAN
260 366 QENB49  AT11C HUMAN
263 ANNFGLNFLTFIILFNNLIFISLIVTL 363 (29449 AT8A1 BOVIN
279 -LSPATARVYSFFIMIIVLQVLIPISLYVSI 385 054827 AT10A MOUSE
28 ISEVLIGFYVEWIMIILLQVLIPISLYVSI 392 Q8K2X1 AT10D MOUSE
262 ~BNCFLERFIFLAFMVLFNYIIPVSMYVTV 368 P98197  AT11A_MOUSE
247 -SSEILAFISPFLAFLVIYNFIIFPISLYVIV 353 Q9N0Z4  AT11B RABIT
257 TFQVLEMFINFLSFMVLENFIIFVSMYVIV 363 Q9QIWO  AT11C MOUSE
263 -GGASNFGLNFLTFIILFNNLIPISLLVTL 363 Q9Y2Q0 AT8A1 HUMAN
263 --GGASNFGLNFLIFIILFNNLIPISLLVIL 363 P70704  AT8A1_ MOUSE
242 TTSENFGYNLLTFIILYNNLIPISLLVTL 342 QSNTI2  ATAA? HUMAN
242 FGYNLLIFIILYNNLIFISLLVIL 342 P98200  AT8A2 MOUSE
308 V 408 043520 ATEBl_HUMAN
308 408 Q148WO0  ATEB1_MOUSE
261 365 P9al9s  ATEB2_HUMAN
261 365 FP92199  ATEB2_MOUSE
347 CYGLVIYAGFRTEIMENCGH-IHLERTELELIMNELVVIFLSVVLVCLVLAFGECESVE BFEl-———E-—HYYLSGVEG-——-——--— 443 060423  ATEB3_HUMAN
242 LVLWIFGFLIC -HSSVFSGFLTFWSYIIILNIVVPISLYVSY 346 (Q8TFe2  AT8B4_HUMAN
2686 IVLVVWIFMELG TSSATSSALIFWSYFIVINIMVPISLYVSV 370 A3FIN4  AT8BS_MOUSE
413 -NERAGLFFEBFLTFWILFSNLVEISLEVIV 514 P39524  ATC3_YEAST
563 ~GERSTNGEVSIWVAVILYQSIVEISLYISY €66 Q12675  ATCA YEAST
518 621 FP32660 ATCS_YEAST
380 463 P40527  ATCT_YEAST
420 520 Q12674 ATCA_YEAST
263 351 O©75110  ATP9A HUMAN
263 351 070228 ATP9A_MOUSE
347 GLLELELNOLTRALFLALVALS 429 R1A4J6  ATEIB_BOVIN
348 VG BLTEALFLATVALST 428 043861 ATP9B_HUMAN
345 {SVMNT SH- ENNEVG: QLTRALFLALVVLS 427 P98195  ATP9B_MOUSE
348 RSVMNT SN- PENEVE. TLQGER—- GEWY: 428 D4ABBE  ATP9B_RAT

QLTKALFLATVVLS
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814 TRz TscasvicchsseRpEaTvIELvESe-TelTTIATGlcaveML 873 QOLIES  ALA10 RRATH
815 ] TECASVICCESSPEQEALVIRLVESG-TGETTIATGHGANEVGML 874 (9SAFS  ALA11 BRATH
215 T IGCASVICCHSSPEOEALVIBLVETG-SGQTTLATGHGANEVEML 874 P57792  ALR13 RRATH
s08 1 FQVACKCSAILCCEVAPFOELGIVALVENE-TSEMTIATGRGANEVSMI 867 P98204  ALAL ARATH
7086 ILSETATCCEVIPSORAQLVEILESC BYBTIATCEGENEVEMI 760 P98205  ALAD RRATH
794 PSLEVMLLILSLNCISVVCCEVSPLOEAQVISLVEEG-AQRITLSIGHGANEVSMI 853 QOXIEG  ALAS ARATH
216 SVICCEVSPEQEALVIRLVERG-TGEITLAIGEGANEVGMI 875 (OLNQ4  ALA4 ARATH
528 SVICCEVSPEOEALVVELVERG TGETTLAIGEGANEVGMI 887 (O5GG3  ALAS_ARATH
237 CCRVSPROERLVT ~TGETTLATGUGANEVEMI 96 QOSLKGE  ALAG_RRATH
835 CCRVSPEQELLVT —TGETTLAT: ANBVGMI 894 Q9LVE9 RLAT7 RRATH
514 IRCNSVICCESSPI_(OI_{J\LW' [LVENG-TGETTLATGUGANEBVEML 873 QOLK90  ALAS_ARATH
5139 VSCASVICCRSSEEQEALVIRLVESG-NGETTLATGHGANEVGML 878 QOSK33  ALAD ARATH
980 FLAKQCRSVL.CCRST PLOESMVVELVRSK-LEAMTLAT ANBVSMI 1039 060312 RT10A HUMAN
1004 TQYCRSVLCCESTPLOESMIVELVEBE-LEVMTLSIGEGANEVSMI 1063 094823  AT10E_HUMAN
1005 TSWCQAVVCCEATPLOESEVVELVESE-LOVMTLATGHGANEVSMI 1064 QOP241  AT10D HUMAN
770 Eell ICRSCSAVLCCEMAPLOEAQTVELIEFSEEHPITLATGHGANEVSMI 533 D98196  AT11A_HUMEN
774 BE CSAVLCCRMAPLOEARVIRLIKT ITLAVGEGANBVSMI 829 QO¥2G3  AT11E_HUMAN
764 NS TCMECTAVLCCEMAPLOEROTVEMVENLEGSPITLSIGHGANEVSMI 827 (BNBA9  AT11C HUMEN
735 YALIFGVR ¥ FLLALSCRRVICCRVSPLOK MVERD VEVITLAIGHGANEVSMI 794 (29449  ATER1 BOVIN
934 TLARQCRSVLCCHSTPLOKSMVVELVRSK-LEAMTLATGEGANEVSMI 1053 054827  AT10A MOUSE
1002 .F SLOBRQFLELTAWCQAVICCRATPLOE: (LVENH-BEVLTLPIGEGANEVSMI 1061 QBK2X1l AT10D MOUSE
772 Eol £8 csssc FLETCENCSAVLCCEMAPLOERQTVE Ln_rrs%nmz ANOVSMI 836 P98197 AT11A_MOUSE
766 B FMEVCENCSEVLCCEMAPLOKRRVIRLIETS ITIGCWBGANEVSMI £21 QONOZ4  AT11B RABIT
761 NSS d C-SSHNYESIFLOTCMECTAVI.CCEMAPLOEAQTVEMVENLEGSPITLSIGEGANEVSMI 824 QIQZW0 AT11C_MOUSE
750 YALTFEVEQYFLELATSCRAVICCRVSPLOKSEVVEMVER-VEVVTLATGRGANEVSMI 209 (Y200  ATEA1_HUMAN
735 YALTFGVRQYFLELATLSCHAVICCRVSPFLOKS) JMVEEQ VKVITLAI ANBVSMI 794 FP70704 ATBA1 MOUSE
730 YRLS BRSFIELATSCHAVICC] VEVVEER-VERTTLATGEGRNEVGMI 789 (QONTIZ RTBRAZ HUMAN
730 YALS FLELALSCEAVICC] ANHVEMI 789 P98200  ATEAZ_MOUSE
811 HEnETL BrEr el TSR GENFVRLACECSEVTCOE ERY-RE ANEVNMI 901 043520  ATBB1_HUMEN
511 BESKIL {LEFERT] SOSRERT FVBLACECSAVICCEVI FRQEAMVVELVERY-EEAITLATGHGANEVNMI 901 QL4E8WO0  ATEB1_MOUSE
782 2 FLETACACHAVICCEVIPLOELVVELVERY-EEAVILATGHGANEVSMI 241 POS198  ATEEZ HUMAN
782 I HATER FLETACACHEVICCEVT PLOEA(VVELVERY-EERVTLATGHGANEVSMT 841 PO9R199  ATEB? MOUSE
831  VSLEEErRATAQINMEEARQET GOSEEBFT vARRT STI.CREFGLPLA--APPAQBSHAR RSSEVLOERRFVELASKCORVICCEVIPRQEAL IVALVERY-SQVVILATGDGANDINML 947 OG0423  ATSB3_HUMAN
764 2 i L BLACMCETVICCEVI PLOER VEHY-BENAVILATGHGANBVSMI 823 QBTFE2  ATEBA HUMAN
787 B YALECS [TACMCHGVVCCEMT PLOKR VERY-KEVVTLAIGHGANPISMI 846 A3FIN4  ATEBS_MOUSE
203 F TVARLCERVICCEVSPLOEALVVEMVERE-S3SLLLATGHGANNVSMI 962 FP39524  ATC3 YEAST
1123 AINGEEMERE KNCERVLCCEVS PAQEALVVELVERT - LATGHGSNEVAMI 1181 Q12675  ATCA YEAST
1080 ALYGENTRREFLLLCENCRAVLCCRVS PSORRAVVELVERS - LAIGEGSHEVAMI 1138 FP32660 ATCS_YEAST
835 e SFFEVVVELETVIACECT NI WHVSMI 590 P40527  ATC7_YERAST
1177 F RTISVICC AEPSQEALHVSNIRMIPNI.VTLAIF ANBIAMI 1237 Q12674 RTCB_YEAST
738 FMELACOCEAVVCCRCAPTORROTVE: - TGELTCAVGRGGNEVSMI 793 075110  ATPOA_HUMAN
738 ACQUPAVVCCRCAPTORLOTVE _TGELTCAVGEGGNEVSMI 793 070228  ATP9L_MOUSE
827 \CQCPAVVCCRCSPTQREAHTVELLOQE-TGRETCAT: NEVSMI 882 AlR4J6 RTPSE_BOVIN
827 CQCPRVVCCECSPIQEARTVILLODE-TGRETCAIGEGGNEVSMI 882 043861  ATP9B_HUMBN
528 CQCPAVVCCRCSPTQRAHTVILLEQH-TRERTCATGEGGNEVSMI 881 P98195  ATPOB MOUSE
827 CQCPAVVCCRCSPIQKAHTVILLEQH TREBTCAIGEGGNEVSMI 882 D4ABBE  ATP9B_BAT
Sma ok wwy : Ex_wk:
874 1AI12QF] YTSFSGQPAYNEWFLSLENVEFSSLEV, 2ErcYRrPLiyof 993 Q9LIS3  ALR10 ARATH
875 IAIRQFE YTSFSAQPA’ WFLSLFNVFFSSL ARYCYKFPLLY! 994 (9SAFS ATR11 RRATH
275 TZIAQF] TLFLYBAYTSFSATPAYNEWYLSLYSVEFTSL! LPFCLEFFVLYQE 994 P57792 ALA12 RRATH
268 FAMGOF] VLILEWYVLETCYTLITAITEWSSVLYSVIYTATETIT BOTLUBHPOLYGVY 987 P98204 ALA1 ARATH
761 [YSIGRFRFLERLILV] CFIQIFFSFISGVSGTSLFNSVSIMAYNVEYTSVEV ILFY 879 P98205 ALRZ RRATH
254 FAIAQFEFLIBLLIV] TLICFWETFRTGFSGOR! ASLSERY: 973 QOXIE6 ALA3 ARATH
878 F5IAQF] V] BLTLFYFERFTGFSGQ SETCLQFPALYQR 995 (OINQ4  ALA4 RRATH
gge FSIAQF] NV GLTLFY! o SEICLQFPALYQQ 1007 Q95GG3 ALRS RRATH
897 FSIAQF] ALYV 2 FPALYQD 1016 QO5SLKE  ALAG ARATH
895 FSTAQF] V] £ FPALYQQ 1014 {SIVK9 ALA7 ARATH
274 FAIAQFEFL A QBVSASLCLEYPLLYQE 993 QOLKS0 RLAS ARATH
879 TATRQFRYL R WELSLYNVEFSSLEVIA OBVSARYCLEFPLLYQE 998 Q9SK33  ALA9 ARATH
1040 FAVPRTRY 1L WYLIFFNLLFSSLEPLY ENVEANVLLTNPQLYES 1153 060312  AT10A HUMEN
1064 FAITRFRHLEKLLLV] (MIFFNLFFTSLEFL EBISAETLLATLPELYKS 1183 094823  AT10E HUMAN
1065 FAVSQFEHLSELLLY] WVLIFFHLLFTSAPEYV. ] MQLEELYRS 1184 (Q9P241  AT10D HUMRN
234 VAT PRFEHLERMLL AYLTLYNISFTSLPILL 1 PTL 953 P98196  AT11A_HUMAN
230 YATARFEFLSELLEV: SVYLTLYWICFTSLPILT BEVLON] 949 {9Y2G3  AT11E_HUMAN
828 YSVPHFHELEELLLA 947 (QENB49  AT11C HUMEN
785 YSIAQFKYIKNI.IMV 914 Q29449 ATBR1 BOVIN
1054 FAVPRFEYLERLLIVEG BLANVVLYFFYEN 1173 054827 AT10A MOUSE
1062 FAISQFRELSKLLLVEG RLSNMILYFFY 1181 QEK2X1 AT10D MOUSE
837 Y21 PETRHLEEMLLVEG AYLTLYNTSFTSLBILL 956 P93197  AT11A_MOUSE
822 [YATARFRFLSELLFVEG SVELTLYNICFTSLPILI 941 {SNOZ4  AT11B_RABIT
825 YSVPEFEALERLLL' 944 Q9QZWO0 AT11C MOUSE
210 Y5 TAQFEYLENLIMI YIIEIWFAFVHGESGQIL 929 Q9¥2Q0 ATERA1_HUMEN
785 VS ILOFEYLENLLMV] FYBNIVI YIIEIWFAFVNGFSGQIL! 914 P70704  ATER1 MOUSE
790 YAIAQFS%V FYRNVVL YIIELWELFVNGFSGQIL! 909 QONII2  ATEA2_HUMEN
780 [YATAQFS V] T YIIELWFAFVHGESGQIL 909 P93200 ATEAZ_MOUSE
902 VS FRQFEYLORLLLY BYFFYENFAF TLS 1021 043520 ATEE1 HUMBN
902 VS FAQFEYLORLLLVEGH (FLEYFFYENFLF 1021 Q148W0  ATEE1_MOUSE
2432 Y SFSQFEFLOBLLLVEGRWSYI FLCYFFYENFAE 0 961 P93198  ATEBZ_HUMAN
8432 VS FSQFEFLORLLLVEGRWSYT IFLCYPFYENFLE 0 961 P98199  ATSB2_ MOUSE
248 FVLGQFCFLORLLLVHGEWSY (FLEYFFYHSMAS o 1067 060423  ATEE3_HUMAN
824 [YSFAQFRYLQRLLLVEGRWSYFRMCEFLCYFEYRNFAR o) 943 (QETFG2  ATEB4_HUMAN
847 FSFCQFHFLORLLI IGRLSYNEMCETL YFEYENTLE (K] LYEF 966 A3FIN4 AT8B5_MOUSE
963 IAVGOFEFLEELLLVEGSWSYQRISVATLY SEYRNTAL X o [YPOLYHL 1082 P39524 ATC3 YEAST
1182 [YAIGOFRYVIRLVLVEGEWC YRRLABMI POFFY R OEVSBTVSMLVEQLYRV 1301 Q12675  ATC YEAST
1139 [YAIGQFRYLARLVL.VHEGRWSYER' TPEFFYENMIF O I5L YRV 1258 P32660 ATCS_YEAST
891 FSITQFCHLTBLLLWHGENSYRRSAKLAQFVMERGLII A IEESLTETY 1009 P40527  ATCT_YERST
1238 [YSIGQFRFLLELLE YNYIRT mmr‘zﬁlnr & TL ¥SY 1357 Q12674  ATCE YEAST
794 FSITQFEHLGRLLMV] 7] Y] 912 075110 ATP9A_HUMEN
794 FSITQFEHLGRLLM K . 912 070228 ATPOA_MOUSE
223 FSITRFRHVGRLLMV] o h's 1001 R1B4J6  ATPSE BOVIN
883 FSITQFREIGRLLMV] 0 s 1001 043861  ATP9E_HUMAN
882 FSITQFRHIGRLLMVEGENSYERSAALGQFVMARGLIT 5 ILY. 1000 P98195  ATPSE MOUSE
823 rsngmmamvaeansmsm&gmeul ATIY erp,TSL— it TLY] 1001 D4EBBE  ATPSE_RAT
il
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89384 1106 Q9LI&3 ALR10_ARATH
EEH 1107 Q9SAFS ALR11 RRATH
EEH 1107 PS7792  ALR12 RRATH
9s8 1089 P9E204  ALR1 ARATH

820 981 P98205 ALAZ RRATH

974 LEVIT-S3FG-AVNSSGE ¥ 1086 QOXIE6 ALR3 ARATH

996 G rYS5LVIFELNIGI 1YHO-AFRYSGOT ; WYLEVALYGMM--PPS—-LSGNIYRILVE 1108 Q9LNQ4 ALR4_ ARATH

1008 GIH TYASLVIFFLNIGIIYSQ-A € IIWAANY WYLFVAIYSMM--PPS—YSGNIYRILBE 1120 {95663 ALAS_ARATH

1017 GEEMLF! IL ASIVIFTLNLGIFEVQ- 5%601 C IIWAVNY VFLALVEML-—PVE-—LSGNIFEMLVE 1129 Q9SLKE  ALAS ARATH

1015 GEEILF! IIGWMANGVYASVVIFSLNIGIFEVQ-SFCSGEQT 1127 QYLVK9 ALR7 ARATH

994 GVONVLESWERILGWMLY L--PPT--FSTTAF| 1106 QOLK90 ALRE ARATH

999 GVQNVLFSWRRILGWME] --PSE--ISTGA! 1111 (Q95%33  ALRS ARATH

1160 PRTFWFHMABAAFQSLVCES y 1266 060312 AT10Z HUMAN
1184 GQNS STFWISMVDBAFYQSLICFFIPYLAYRGS—— VE-TEGTPINTI 5 1290 094823 AT10B_HUMAN
1185 GOHSERYLPETFWITLLOAFYQSLVCFEVEYFTYQES————————| IF-AFGNELNT2 L 1291 (Q9P241  AT10D HUMAN
954 VRENALLEWRVFIYWILLGLFRALVFFFGAYFVFE-NTIVISNGQRIFGUW-IFSILVETY 1067 P98196 AT11R HUMAN
950 ISHNRLLSIRTFLYWIILG FIFFFGS LLIGI'ISILGNGQHE‘GIT.\'—TFEIL*-FFT'« 1064 Q9Y2G3 AT11E HUMAN
948 TVFFFGTYFLFQ-TASLEBNGEVYGNW-TFGTIVETY 1061 (QB8NB49  AT11C_HUMAN
915 7ILFWFELEALQYGTVFE-NGRTSBYL-LLGNEVYTE GEAR 1028 Q29449  ATEA1_BOVIN
1174 i 5 FFIEYL‘S%. [F-TWGTEVTAI STFLFFSVALIYNTS-CATC-YPPSNPY-WIMQ 1280 054827  AT10A_MOUSE
1182 GQRS| PLTEWITLLAAFYOSLVCFFVEYETY! HELNT2 SILSYFFFALRFGAL-CVIC-NPPSNPY-GIMR 1288 Q8K2X1 AT10D MOUSE
957 IAENALLAWRVEIYWIFLGVEALVEFEGAYFIFE NITVIINGOMFGNN-TECTLVETY GGVIWPFL--SYQRMY-YVFI 1070 P98197  AT11A_MOUSE
942 ISENBLLSIKTFLYWIL ¥FLIGRBASLLGNGQMFGW-TEETLVETY SESTIFYEVES IFYGEILWFFL--GSQNMY-FVFI 1056 Q9NOZ4  AT11B RABIT
945 ITGNAMLOLGEFLEWIFLARFEGTY YFLFQ-TSSLEBNGKIYGUW-TFGIIVETY FSFEWCCITWPFL—RQOAMY FVFA 1058 (Q9QZW0  AT11C_MOUSE
930 SQN ILFWFFLERL(YGTAFG-NGRT SHYL-LLGHEVYTE ¥55L-WPAI-—EMA] 1043 Q9Y2Q0  ATEA1 HUMAN
915 SQN FALQYGTVFG-NGHTSHYL-LLENFVYTE 1 SSL-WPAV--PMA) gﬁ.ﬁ 1028 P70704  ATEA1 MOUSE
910 TIQN T-5SGHEATHYL-FVGNIVYTY VVVIVCLER ¥STI-WPTI--PIARBEMEGQAT 1023 QONTI2  ATSA2 EUMEN
910 TQN PVI-SGHATHYL-FVGNIVYTY VVVIVCLER T 1023 P98200 ATEA2 MOUSE
1022 7LTSMILFFIPLGE PSlYQ-SEAVIIASE SIMFFHSA-GIBVLFPSAFQFTGTAS 1137 043520  ATEB1 HUMAN
1022 SVLTSMULITIELCRYIOT- PS YQ-SFA',T,:s_s; FHSA-GIHVLFESAFQFTGIAS 1137 QL48W0  ATEB1_MOUSE
962 -T FENQFEFVGNAQ 1077 P98198  ATSB2_HUMAN
962 —T] TQLARYQ— S BV rrTS GLATGYWTAINSFF. FENQFRFVGNAQ 1077 P98199 AT8B2_MOUSE
1068 -A-—GPASFS TLITEYWIALCVATILLSLGFYATMITITGSF-WLFRVSPTIFPFLYAAL 1181 060423  ATAB3 HUMAN
944 BT fv0-SFAVIMATS ATBTSYWIFINSVFINGSIAIYFSILFTMESN-GIFGIFPNQFPFVGNAR 1059 Q8TF62  ATS8B4_HUMAN
967 /EN. [TSEFQ-SFESLLVQTT SLGLYFCILILLCSE 1082 A3FIN4 ATEB5_MOUSE
1083 ATVFIGTILIYRYGEFALNME GVIVYTT -ALVINQWIKFTLIAIFGSLLFWLIFFEIYASI-FPHA—-NISRBYYGVVE 1197 P39524  ATC3_YEAST

1302 GI QSVICFFFEYLAYHENMVVIENGLG JEVIAT YRWBWFCGLFICLSLAVFYGWIG | 1413 Q12675  ATCA_YEAST

1259 GI; LWYMLBGLYQSIICFFFPYLVYHRNMIVISNGLGLEERYFVEVYVITI ~LLEQYRWOWF SGLFIALSCL 1370 P32660 ATCS_YERAST

1010 LTHGRSLSYRTFFVIWVILLSLFQESVIQLFSQAFTSLL-—— FT-BMVAISFT2 LVVNELIMV-ATETYTWNETMIVIEIATLLEYVT 1104 F40527  ATCT_YEAST

1258 GALSQGFNILIEMEVI LA THELI I ELNVMIGHS 51— LELINFI2 nﬂj_mv{(sg FTSVVLICEEWE 1468 Q12674  ATCE YERAST

913 LLEGRPLSYRTFLIWVLISIY LISFTS C 1004 075110 ATP9E HUMAN
913 LIKGRPL Y’TE‘LI»\FLISI{ IVAISFTS 1004 070228 ATP9R MOUSE
1002 LIKGRSLSF] V. E 1093 RAlR4J6 ATPSB_BOVIN
1002 LTEGRSLSE] LILTELLMV ALTVETWHWLY 1104 043861 ATP9E_HUMAN
1001 LTEGRSLSF] LILTELLM RTWH R 1103 P98195  ATP9E MOUSE
1002 LTBRGRSLSFRTFLIWVLISI ! LILTELLMV-ALTIRTWHWLMYVVAEFLSLG FGIGRVS———FGA- 1104 D4ABBS ATPSB_RAT

1107 ALAPR —uvHo-Bs1 IsARFHEBG-TYH- VGV - 1202 Q9LI&3 ALA1O0_RRATH
1108 AZAEAESTWLIILE ~-MVEQ-BSTRPTTVEFTAR--RRASVRR--—{SGRFEE0-T NFTAF-- 1203 (Q9SAFS  ALA11 ARATH
1108 ALAPAPSYWITTLFVVLSTMMEYFIFSATQMEFFE! --MGRQ-GSVRPTLVMESHD-- P 1184 P57792 ALA12 RRATH
1090 @ CLLA . THFLVEYYRPSEVEIARERENICTFRESQEV —— ——————— GV‘EL IGHE! I 1158 P98204  ALA1 ERATH
982 RLC WITMFLIY FLIEYFRYTYRPSE --TgeETIEE SPISIIQPKNRSPVYl sBsPHA-TEHSFEPGTPEAFFRSQSHL 1094 P98205  ALAZ ARATH
1087 VIMSTFYFYFILLLVPIVSLLGHEFIFQGVERWEFPY -LT——pofl— 2B —syatsQL SKH-TGYAFSPGYESFFASQLGT 1189 QOXIEG  ALA3 ARATH
1109 ILAPAPIYWIATFLVIVITVLEYFAHISFOR NMSQFSTQETM 1211 (9INQ4  ALA4 ARATH
1121 ILAPAPTYWMATLLVTVARVLEYVAS K NLSHFSA 1223 (Q956G3 ALAS_ARATH
1130 ILAPAPIFWLTSLLVIAATTLEYLFHISYQRSVN: --VLSVMSGTSSN 1232 QOSLK6 ALAG ARATH
1128 TLAPAPIFWLTSLLVIAATTLEYLAYISFQRSLN: TLSVMSGLSGV 1230 (OLVKS  ALA7 RRATH
1107 TSAPSPIYWLVLFL' ':.-.LII 1FT 1"R}!;FQIKFEPHY ——L 1189 QALK90 ALAE_RRATH
1112 IvEq-BSIBCTIVGFIAR-- 1200 Q95K33  ALA9 ARATH
1267 -—-FTFrqcRLEERSCT 1349 060312 AT10A HUMEN
1291 --—QSWRSRQREA] 1387 094823  AT10B_HUMAN
1292 —-HEWRGAGRMNQVTSEY 1382 QUP241  AT10D HUMAN
1068 IF ML 1134 P98196 AT11A HUMEN
1065 1131 QOY2G3  AT11B HUMAN
1062 AP LLLE 1132 Q8NB49  AT11C_HUMEN
1029 --——GESLTERAQLLENVFRRNEVNLYR 1135 Q29449  AT8A1_BOVIN
1281 CLIAPIAMLLESLFFRALQGSLFPTQLQLGR -—ErragepeecEsETEL 1363 054827 AT10A MOUSE
1289 LwlrrFxnlIERFI.Y'KVI.QGSVFPSPVLRBKY ———HERWRGTAKVNEVASEE- 1378 Q8H2X1 AT10D MOUSE
1071 EWLGIILLVIVELLEDVL m@mnuﬁwm&]szs Sppane FL 1154 P98197 AT11A MOUSE
1057 fa] MVVTCLFL] {QLHPTST QLT 1123 Q9NOZ4 AT11B RABIT
1059 Q)!LCSVSI-\"LeIILLI FI':LFEEIL IVVE 25HSLSA RP- LLLE 1129 Q9QZW0 AT11C MOUSE
1044 JFWMGLLFIFVASLLLEVY ————cRsLTERA LRV RENEVIL Y] 1150 QOY2Q0  ATEAl HUMAN
1029 LLSTEVASLLLEVL OLLENVFEENEVNL 1135 P70704 AT8A1_MOUSE
1024 FWLGLFLVPTACT.TEHY 1134 QONTIZ ATEAZ HUMRN
1024 [AFS IG-—AVT LI 1134 P98200 AT3AZ MOUSE
1138 AFSHORGYABLISSGRS 1226 043520 ATEB1_HUMAN
1138 AFSHORGYABLISSGRS 1226 QL48WO  ATSB1_MOUSE
1078 NILAQFTVWLIIVLITVVCIMEVVAFRFLRLNLKPRLSETVRYTQLVEEEQH-——A—Q-— --HR-C————————-MBRRV——————— [LFS5H FGELIMSGEN 1165 P98198 ATEB2_HUMRN
1078 NTLAQETVNLTIALTTAVC AFSHOBGFGELIMSGEN 1165 P98199  ATEB2_MOUSE
1182 [AFS YRNLITQGTI 1269 060423 AT3B3_HUMRN
1060 nFAHOBGYGELITSGHN 1147 Q8TF62  ATEB4_HUMAN
1083 NSLSQPQII\'L"LILSIIL"‘V ELIGYIFLAPLLWEIN, AFSHEQGFGALITSGRT 1170 A3FIN4  ATSBS_MOUSE
1198 HTYGSGVEWLILIVLEIFALVEDFLWEYYREMYHE DR BFS - — 1288 P39524  ATC3_YEAST
1414 BVFRAQERYY FCLLERFTIHCIRRIFYD) ﬂligmﬁvsns— T 1509 (12675 ATC4_YERST
1371 RIYGAPSEWAVF. FCLLERFTYHSFQKFFYET n15] SNYS-RBSV 1467 P32660 ATCS YEAST
1105 GYMTTVNYYAGLLVILLISIFFVWIAKATYRRLEPPS 1151 P40527 ATICT_YEAST
1469 HEGHBITEY ISLVIALLETTISTVYHT FEVMIWP BaccwrwiilesTrTEvTBEv——-LsBrETsEAs AR TE S d Ty susevlESSERIE 1585 Q12674 ATCE_YEAST
1005 YFIATLSE: [YLRERFSPEIYSK 1047 075110 ATP9A HUMEN
1005 YFIATLSE KYLRRRFSPPSYSHLT 1047 070228  ATP9A_MOUSE
1094 AFITIVIEY [YLERET SPPSYSKLS 1136 AlA4J6 ATP9B BOVIN
1105 AFITIVIE [YLRRHT SPPSYCHLA! 1147 043861 ATPIB_HUMEN
1104 AFITIVIE SCLELYVLEYLERHLSPPSYSHELSS 1146 P98195 ATP9B_MOUSE
1105 AFITTVIFLWEVSAITVVSCLELYVLEYLERKTL.SPPSYSKLS 1147 D4ABBE  ATPYB RAT

Site de fixation de Gea2p ++++
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Guide tree

Q95K33

AT11C MOUSE
RT11R HUMRN
RT112a MOUSE
AT10A HUMEN
AT10A MOUSE

RTEB1_MOUSE
RTEBS5_MOUSE
ATER4 HUMRN
RTEBR2_HUMRN
RTE8B2_ MOUSE

RTBA1 BOVIN
ATBA1 MOUSE
ATBAZ2 HUMAN
RTBAZ MOUSE
ATLA3 ARATH
RLA4 RRATH
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Prédiction de structure du C-terminal de Drs2p :

conf: |innamniiiNnzninnine=niiENEnnn R RNNRRNDNNE

Pred: > —
Pred: CCCCCCCCCCCHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHH
Ad: KYYKEMYEPETYHVIQEMOKYNISDSEPHVOQOEFONAIREV

10 20 20 40

conf: |{IIIINEENEnlanonznnnnianiRNlNEnonnnnnEEast

Pred: \ y )
y \, Y

Pred: HHHHHHHHHHCCCEEECCCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCC
And: ROVORMEEKCQRGFAFSQAEEGGOERIVEMYDTTOEKRGEYGE
1 1 1 1

50 60 70 80

cont: janaNNNNNINNNNNRNERNNENNENNNNNNNNNADNNNDnN

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCccceceeeeccecee
Ad: LODASANFPENDNNGLGENDFESAEPEFIENPEADGNONSNE
1 1 1 1

90 100 110 120

conf: {InNERENRNEmEAE
Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCC
Ah: FSSSRDDISEDI

1320

Legend:

[} |
—

helix Conf: ]::lll[ = confidence of prediction
- +

strand Pred: predicted secondary structure

coil AR: target sequence

165



166



Annexe 3

Composition des milieux de culture :

LB (Luria Broth : 1% bacto tryptone; 0,5% yeast extract; 1% NaCl). Ajout d’ampicilline pour une

concentration finalea 50 pg/mL.

S6A+/-U (0,1% bactocasamino (p/v); 0,17% yeast nitrogen base sans acide aminé ni d’ammonium
sulfate (p/v) ; 2% de glucose (p/v) ; 20 ug/mL d’Adénine +/- 20 pg/mL d’Uracile).

S5A+/-U (0,1% bactocasamino (p/v); 0,17% yeast nitrogen base sans acide aminé ni d’'ammonium
sulfate (p/v) ; 2% de galactose (p/v) ; 20 ug/mL d’Adénine +/- 20 pg/mL d’Uracile).

SD (0,17% yeast nitrogen base w/o AA/AS (p/v); 0,5% (NH,),SO, (p/v); 55 pg/mL d’Adénine ; 55
pg/mL d’Uracile ; 55 pg/mL de L-Tyrosine ; 1% (v/v) de la solution d’acides aminés stérile (0,2% L-
Arginine ; 0,1% L-Histidine ; 0,6% L-Isoleucine ; 0,6% L-Leucine ; 0,4% L-Lysine ; 0,1% L-Méthionine ;
0,6% L-Phénylalanine ; 0,5% L-Thréonine ; 0,4% L-Tryptophane (p/v)) et 2% de glucose (p/v)).

YPGE2X : pour 1L, 20 g yeast extract; 20 g bactopeptone; 860 ml d’eau dé-ionisée.

Amorces utilisées pour la délétion des endogenes :

Géne a déléter

Amorce sens

Amorce antisens

(5') GTA ACG CCA AAT AGA GGT

() ACTTTT CTT TTT ATCTTA

TAG CGC CAA GCA ATAATTTAC | TTTTTATTT TTG TAT TTT TTG
DRS2 TGG TAG GTT CTT TCATTCCCT | TCT TCT GCT CTT TGT TTC TGT
GAC TCC TAG TCTAGAAGCTT | GCC CAC ACA CCT CGA GGG
(3') cce (3)
(5') GTC CAT GAC GCA CTG CGA | (5') CAA CAA AAC TTG TTT ACT
ACA AAG AAT AATTGA GTA | TAT AAA CAC AAA TAC CTA CAG
€DC50 ATC GAA CTT GAA GTT CTATAG | GCA CTA AAG TTT GTT TTT TGG

AAC AGCTCCTAG TCT AGA AGC
TT (3')

CCT CAC ACA CCT CGA GGG CCC
(3')

La partie soulignée correspond a la séquence complémentaire du 5’ (amorce sens) ou du 3’ UTR

(amorce antisens) du géne a déléter. La suite code la séquence LoxP.
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Amorces utilisées pour la vérification de la délétion des endogénes :

Souches

Amplification du 5’du
gene d'intérét

Amplification du 3’du
gene d’intérét

Amplification du 5’du
gene HIS3

ADRS2 ou
W303.1b/GAL4

Amorce sens: (5') GCC
ACT AAG TTG AAG AAA
CAT (3’) et amorce
anti-sens: (5’) ATT CCT
CGA GTCTAG ATAATT
AT (3)

Amorce sens: (5') AGT
ATTATG GTG TGG TTA
AAC A (3’) et amorce
anti-sens: (5’) GTG ATG
GCT TAATAT TAT AAC
TT(3)

Amorce sens: (5') GCC
ACT AAG TTG AAG AAA
CAT (3’) et amorce
anti-sens: (5’) AAA GCG
ATG GCAACG CTGA
(3)

ACDC50 ou
W303.1b/GAL4

Amorce sens: (5') TAC
TGA AAATTAGTGTTA
CCC G (3’) et amorce
anti-sens: (5’) GTT AAA
TTATAG TCT TCT GTG
TC (3")

Amorce sens: (5") CCT
ATC AAA AAA GAT GAT
CTG G (3’) et amorce
anti-sens: (5’) CACTTT
TAT AGG GAA CAT ATT
TT(3)

Amorce sens: (5’) TAC
TGA AAATTA GTG TTA
CCC G (3') et amorce
anti-sens: (5’) AAA GCG
ATG GCAACG CTGA
(3)

L’amorce sens s’hybride au 5’ UTR dans le cas d’une amplification du 5’ ou s’hybride au gene d’intérét
dans le cas d’une amplification du 3’. L’amorce antisens s’hybride au géne d’intérét dans le cas d’une
amplification du 5" ou s’hybride au 3’ UTR dans le cas d’une amplification du 3.
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Annexe 4 : manuscrit accepté (et publié) par J. Biol. Chem.

NB : Dans la version imprimée de la Figure 7 (voir pages suivantes), il manque la légende des

histogrammes du panneau A. Voici la figure compléte :

Fig 7: Short and long term effects of detergents
on phosphorylation (from [y-3*P]ATP) of Drs2p-Bad

W

p—

32P on the filter,
pmol/0.1 mg total protein
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0
Detergent :
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pmol/0.1 mg total protein
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Phosphatidylserine Stimulation of Drs2p-Cdc50p Lipid
Translocase Dephosphorylation Is Controlled by
Phosphatidylinositol-4-phosphate®
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Background: Transport of phosphatidylserine (PS) analogs by the Drs2p flippase is regulated by PtdIns(4)P.

Results: PS stimulates dephosphorylation of the Drs2p-Cdc50p complex only in the presence of PtdIns(4)P.

Conclusion: The step at which PtdIns(4)P regulates lipid transport is identified.

Significance: Our coordinated overexpression system provides mechanistic insight into PS transport and will be useful for

further Drs2p characterization and crystallization.

Here, Drs2p, a yeast lipid translocase that belongs to the fam-
ily of P,-type ATPases, was overexpressed in the yeast Saccha-
romyces cerevisiae together with Cdc50p, its glycosylated part-
ner, as a result of the design of a novel co-expression vector. The
resulting high yield allowed us, using crude membranes or
detergent-solubilized membranes, to measure the formation
from [y-32P]ATP of a >*P-labeled transient phosphoenzyme at
the catalytic site of Drs2p. Formation of this phosphoenzyme
could be detected only if Cdc50p was co-expressed with Drs2p but
was not dependent on full glycosylation of Cdc50p. It was inhibited
by orthovanadate and fluoride compounds. In crude membranes,
the phosphoenzyme formed at steady state at 4 °C displayed ADP-
insensitive but temperature-sensitive decay. Solubilizing concen-
trations of dodecyl maltoside left this decay rate almost unaltered,
whereas several other detergents accelerated it. Unexpectedly, the
dephosphorylation rate for the solubilized Drs2p-Cdc50p complex
was inhibited by the addition of phosphatidylserine. Phosphatidyl-
serine exerted its anticipated accelerating effect on the dephospho-
rylation of Drs2p-Cdc50p complex only in the additional presence
of phosphatidylinositol-4-phosphate. These results explain why
phosphatidylinositol-4-phosphate tightly controls Drs2p-cata-
lyzed lipid transport and establish the functional relevance of the
Drs2p-Cdc50p complex overexpressed here.

A hallmark of eukaryotic cells is the fact that plasma mem-
branes as well as membranes of the late secretory pathway,
including the trans-Golgi network (TGN),? display asymmetric

* This work was supported by the CNRS and Commissariat a 'Energie Atom-
ique, by a fellowship from the “Ministére de I'Enseignement Supérieur et
de la Recherche” (to A. J.), and by a grant from the Agence Nationale pour
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6908-8139; E-mail: guillaume.lenoir@cea.fr.

2The abbreviations used are: TGN, trans-Golgi network; P,- or P,-ATPase,
P-type ATPase of subtype 2 or 4; P2 or P3 membranes, membrane fraction
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lipid distribution with the aminophospholipids phosphatidyl-
serine (PS) and phosphatidylethanolamine essentially confined
in the cytosolic leaflets (1, 2). Maintenance of this asymmetry is
critical for many physiological processes as PS externalization is
associated, for example, with blood coagulation, macrophage-
dependent clearance of apoptotic cells, and virus entry (3-5).
The transbilayer distribution of aminophospholipids is largely
determined by the presence of ATP-driven lipid translocases or
“flippases” (6—8), and converging lines of evidence indicate
that members of the P, subfamily of P-type ATPases (9), here-
after referred to as P,-ATPases, constitute such flippases. There
are five P,-ATPases in the yeast Saccharomyces cerevisiae
among which Drs2p and Dnf3p are located in the TGN (10, 11)
and Dnflp and Dnf2p are located at the plasma membrane (12).
Deletion of Dnflp and Dnf2p inhibits ATP-dependent NBD-
PC, -PS, and -phosphatidylethanolamine transport (12),
whereas removal of Drs2p abolishes NBD-PS and -phosphati-
dylethanolamine transport (13, 14). The yeast P,-ATPase
Drs2p, like the mammalian P,-ATPase ATP8A2, was recently
purified and reconstituted into proteoliposomes, demonstrat-
ing that these P,-ATPases are directly involved in the translo-
cation of PS analogs (15-17).

It is also clear now that the association of P,-ATPases with
members of the Cdc50 protein family is of primary importance.
Indeed, Cdc50 proteins have been shown to be required for
stability and export of P,-ATPases from the endoplasmic retic-
ulum in yeast and in mammalian cells (14, 18 —-21) as well as for

obtained after intermediate or high speed centrifugation; SERCA1a, sarco-
endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase, isoform 1a; Bad, biotin acceptor
domain; TEV, tobacco etch virus; DDM, n-dodecyl B-b-maltoside; C;Eg,
octaethylene glycol mono-n-dodecyl ether; diC,PC, 1,2-diheptanoyl-sn-
phosphatidylcholine; NBD, 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl; PC, phos-
phatidylcholine; PtdIns(4)P, phosphatidylinositol-4-phosphate; POPC,
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; POPS, 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphoserine; SB, solubilization buffer; NTA, nitrilo-
triacetic acid; C,,E,, nonaoxyethylene n-dodecyl ether; TAP, tandem affin-
ity purification; PS, phosphatidylserine; DOPC, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine; DMPS, 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine.
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PtdIns(4)P Regulation of Drs2p-Cdc50p Turnover

proper functioning of the lipid-pumping complex (20, 22-24).
Nevertheless, the molecular mechanism responsible for lipid
translocation by P,-ATPase:Cdc50 protein complexes remains
largely unknown.

Recent studies in yeast have shown that availability of a phos-
phoinositide, phosphatidylinositol-4-phosphate (PtdIns(4)P),
is required for the Drs2p-dependent flip of a fluorescent analog
of PS from the exoplasmic to the cytosolic leaflet of the TGN
and that a cluster of basic amino acids in the C-terminal region
of Drs2p forms a potential binding site for this phosphoinosit-
ide (25). In TGN membranes, PtdIns(4)P serves as a platform
for the recruitment of effector proteins such as clathrin adaptor
or lipid transfer proteins involved in membrane trafficking (for
reviews, see Refs. 26 and 27). In addition, Drs2p has been shown
to physically interact with the PtdIns(4)P phosphatase Saclp, a
negative regulator of secretory vesicle formation at the TGN
(28). Collectively, these data highlight an important regulatory
role for PtdIns(4)P in the control of Drs2p activity, but much
remains to be elucidated on how this control is exerted.

For deeper characterization of the enzymatic basis for the
lipid translocation machinery and because the preparation of
sufficient amounts of high quality samples remains a major bot-
tleneck in membrane protein functional and structural charac-
terization, we devised a high yield co-expression system for the
yeast P,-ATPase Drs2p and its associated subunit Cdc50p. This
allowed us to measure the formation from [y-**P]ATP of a
transient phosphorylated intermediate during the catalytic
cycle of Drs2p without the need for purification of this protein
complex. Here we describe inhibitors of the formation of this
32P-labeled phosphoenzyme and characterize its time-depen-
dent decay in crude yeast membranes or in the presence of
detergents. Specifically, we reveal the dependence of the
dephosphorylation kinetics on the presence of PtdIns(4)P:
stimulation of Drs2p dephosphorylation by PS can be achieved
only if PtdIns(4)P is present together with PS. Stimulation by
PtdIns(4)P of the lipid flippase activity of Drs2p is therefore
most probably exerted through acceleration of the fairly slow
dephosphorylation step.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—Products for culture of yeast and bacteria were
from Difco (BD Biosciences). Restriction and modification
enzymes as well as peptide-N-glycosidase F were purchased
from New England Biolabs. Phusion® high fidelity polymerase
was from Finnzymes. The Clone JET™ PCR cloning kit and the
histidine probe (India Hisprobe'™-HRP) were from Thermo
Fischer Scientific. DDM was from Anatrace, C,,E; was from
Nikkol Chemical, Triton X-100 was from Pierce, CHAPS was
from Serva, octyl glucoside was from Calbiochem, Tween 20
was from Bio-Rad, digitonin was from Sigma, and Hecameg was
a gift from H. Wroblewski and D. Plusquellec (CNRS, Rennes,
France). POPC, DOPC, POPS, DMPS, lysophosphatidylcho-
line, egg lecithin, diC,PC, and PtdIns(4)P were from Avanti
Polar Lipids. [y-**P]ATP was from PerkinElmer Life Sciences
(catalog number BLU002A). Chemicals were generally from
Sigma (including desferrioxamine B and the avidin-peroxidase
probe). Glass fiber A/E filters (1-um porosity) were from Pall
Corp. The EDTA-free protease inhibitor mixture was from
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Roche Diagnostics. BSA (albumin fraction V) was from Roth
Sochiel. Precision Plus Protein Standards were from Bio-Rad.
Rabbit polyclonal antibodies against Tlg2p were obtained as
described (29). Mouse monoclonal anti-Dpmlp was from
Molecular Probes. Rabbit sarcoplasmic reticulum membranes
(30) and yeast-expressed SERCAla-Bad (31) were prepared as
described previously.

Yeast Strains—The S. cerevisiae W303.1b/GAL4 (a, leu2-3,
his3-11, trpl-1:TRP1-GAL10-GAL4, ura3-1, ade2-1, can’,
cir") yeast strain was the same as described previously (32). The
Adrs2and Acdc50 deletion mutants were created in a W303.1b/
GAL4 background using a loxP-HIS3-loxP cassette as described
(12). Plasmid pYeDP60 was generously given by Denis Pompon
(Laboratoire d’Ingénierie des Systémes Biologiques et des Procé-
dés, Toulouse, France).

Strategy for Coordinated Overexpression of Drs2p and
Cdc50p in Yeast and Functionality of Constructs—The DRS2
open reading frame was supplemented either atits 3'- or 5'-end
with a sequence coding for a biotin acceptor domain (Bad) and
a sequence coding for a protease cleavage site (thrombin or
TEV). The cleavage site was flanked by 2 glycines toward Bad
and 4 glycines toward DRS2. Similarly, a sequence coding for a
decahistidine tag was added at the 3’-end of CDC50. The fused
genes were cloned independently in pYeDP60 expression plas-
mids (32-34), resulting in the generation of pYeDP60_DRS2-
Bad and pYeDP60_CDCS50-His,, vectors. In these vectors,
DRS2 and CDC50 are both placed under the control of a strong
galactose-inducible GAL10/CYCI promoter. Starting from the
pYeDP60_CDCS50-His,, vector, a cassette containing this pro-
moter, the CDC50 coding sequence, and the PGK terminator
was then amplified by PCR and subsequently inserted in the
pYeDP60_DRS2-Bad companion vector, resulting in the plas-
mid illustrated in Fig. 1. The complementation properties,
growth curves, glycosylation properties, and phosphorylation
abilities were essentially similar for the constructs bearing
either a thrombin or a TEV cleavage site. Unless otherwise
noted, the results illustrated in the various figures below were
obtained with the thrombin constructs.

Expression of Drs2p-Bad and Cdc50p-His,, in Fernbach
Flasks and Yeast Membrane Preparation—Yeast growth and
induction of protein expression were performed essentially as
described previously (31, 32). Yeast growth took place in a glu-
cose-containing rich growth medium at 28 °C for 36 h, whereas
expression of the proteins of interest took place during an addi-
tional 18 h in the presence of galactose at 18 °C. Membrane
fractionation by differential centrifugation was performed
essentially as described previously (31, 32). One modification
consisted in using a “Pulverisette 6” planetary mill (Fritsch) for
breaking yeast cells with glass beads before fractionation. The
crude extract was then submitted to differential centrifugation,
resulting in “P2” and “P3” membrane pellets recovered after
intermediate and high speed centrifugation, respectively.

Protein Estimation and Immunodetection—Protein concen-
trations were measured using the bicinchoninic acid procedure
(35) in the presence of 2% (w/v) SDS using bovine serum albu-
min as a standard. For electrophoretic separation and identifi-
cation, proteins were loaded onto 8% Laemmli polyacrylamide
gels and transferred to PVDF membranes using transfer buffer
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(30 mm Tris, 200 mm glycine, 10% (v/v) methanol). Detection of
the biotinylated Drs2p-Bad was performed using a biotin probe
(avidin conjugated to HRP), and detection of Cdc50p-His; , was
performed using a His probe conjugated to HRP. When indi-
cated, rabbit anti-T1g2p was used as a Golgi marker, and mouse
anti-Dpmlp was used as an endoplasmic reticulum marker
(with goat anti-rabbit horseradish peroxidase- and goat anti-
mouse horseradish peroxidase-conjugated secondary antibod-
ies, respectively). Blots were revealed by chemiluminescence
with the ECL kit (GE Healthcare).

Solubilization of P3 Membranes with Detergent—D™ P3
membranes (i.e. P3 membranes obtained after co-expression of
wild-type Drs2p-Bad and Cdc50p-His, ) were diluted to 2 mg
of total protein/ml in ice-cold solubilization buffer (SB) (10 mm
Tris-HCI, pH 7.5, 300 mm NaCl, 20% (w/v) glycerol, 5 mm
MgCl,) supplemented with 1 mm PMSF and an EDTA-free pro-
tease inhibitor mixture. Detergent was then added to mem-
branes at the desired detergent-to-protein ratio, and the sus-
pension was stirred gently on a wheel for 1 h at 4 °C. Insoluble
material was pelleted by centrifugation at 100,000 X g for 1 h at
4 °C. The supernatant was withdrawn, and the pellet was resus-
pended in the same volume of SB as that of the total membrane
fraction. Solubilization of Drs2p-Bad and Cdc50p-His,, was
analyzed by Western blotting.

Glycosidase Assay—D™ P3 membranes were diluted to 2
mg/ml in SB supplemented with 1 mg/ml DDM, 1 mm PMSE,
and an EDTA-free protease inhibitor mixture. Samples were
incubated for 15 min on ice in the absence or presence of 10
pg/ml peptide-N-glycosidase F (i.e. 20,000 units/ml) before
immunodetection and phosphoenzyme formation from
[y-*?P]ATP.

Phosphorylation from [y-*’PJATP—Formation (on ice) of
the transient phosphoenzyme intermediate of the Drs2p cat-
alytic cycle was measured after incubation with [y-**P]ATP
followed by acid quenching and filtration (see e.g. Ref. 36).
For most experiments, 200- ul samples were preincubated on
ice at 0.5 mg of total protein/ml in buffer A (100 mm KCI, 5
mM Mg>", 50 mm Mops-Tris at pH 7) generally supple-
mented with 100 um Ca>*, various amounts of EGTA, and
detergent in the presence or absence of exogenous lipid. In
some cases, 1 mM orthovanadate was added. Phosphoryla-
tion was triggered by addition of [y-**P]JATP (at 0.25—1 mCi/
pmol and generally at a final concentration of 0.5 um) fol-
lowed by acid quenching (typically 2 ml of 500 mm TCA + 30
mMm H;PO,). After quenching, samples were left on ice for
15-20 min, a period sufficient for aggregation of the precip-
itated protein and therefore its retention by the filter (this
aggregation period was critical in the presence of detergent).
This was followed by filtration on an A/E glass fiber filter (or
on two filters on top of each other) and careful rinsing with
diluted acid (50 mm TCA + 3 mm H,PO,). Note that for yet
unknown reasons mere preincubation of crude membranes
in phosphorylation buffer before addition of [y-**P]ATP
allowed their vanadate-dependent phosphorylation level to
slowly increase with time (see Fig. 5D, dotted line).

Turnover-dependent Dephosphorylation of Drs2p-Cdc50p—
The kinetics of turnover-dependent dephosphorylation were
measured by first phosphorylating the sample for 25 s on ice
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under the above conditions and then chasing **P from the
phosphoenzyme by adding excess non-radioactive nucleotide
(usually 1 mm Mg?>*-ATP) and simultaneously changing the
temperature to 37 °C (if desired). Two slightly different proto-
cols were used for that purpose.

In the experiments illustrated in Fig. 8, we used a protocol
“with dilution” in which the phosphorylated sample (200 ul)
was diluted 5-fold into a dephosphorylation medium (800 wl of
buffer A supplemented with Ca>* and EGTA) devoid of radio-
active ATP but containing non-radioactive nucleotide and pre-
equilibrated at 37 °C so that the temperature immediately after
mixing was already close to the final temperature (at least 30 °C
because of the 5-fold dilution of the initially ice-cold phospho-
rylation medium). Acid quenching was subsequently per-
formed after various periods by adding concentrated acid (typ-
ically 1 ml of acid (1 M TCA + 60 mm H,PO,) was added to the
1-ml sample undergoing dephosphorylation).

In the experiments displayed in Fig. 9, we used an ATP chase
protocol “without dilution.” The sample was first phosphoryl-
ated on ice and then transferred into a tube pre-equilibrated at
37 °Cand containing a droplet of concentrated non-radioactive
Mg>"-ATP for dephosphorylation during the desired time
period. Buffer A had been supplemented with 0.1 mm Ca>" and
1 mMm EGTA to keep free Ca®>" close to “physiological” condi-
tions. We checked that free Ca®>" had no effect on the dephos-
phorylation rate (data not shown).

Removal of Bad and His ,, Tags—Removal of the tags from
Drs2p-Bad and Cdc50p-His,, was performed by incubating
yeast membranes at 2 mg of protein/ml in buffer A supple-
mented with 100 um Ca®* for 17 hat 8 °C (with mild stirring on
awheel) in the presence of a sufficient amount of TEV protease.
The TEV protease was expressed in Escherichia coli and affini-
ty-purified as described (37).

RESULTS

Large Scale Co(over)-expression of Drs2p-Bad and Cdc50p-
His,, Cdc50p Glycosylation, and Vanadate-dependent
Phosphorylation of Drs2p-Bad—We devised a pYeDP60_
DRS2-Bad/CDC50-His,, plasmid (Fig. 1) appropriate for co-
expression with high yield of Drs2p-Bad and Cdc50p-His,,,.
Our various constructs proved functional as deduced (data not
shown) from their ability to reverse the cold-sensitive growth
phenotype of Adrs2 and Acdc50 yeast cells (38). After yeast
growth, cells were broken, and “light” (P3) and “heavy” (P2)
membrane fractions were prepared by differential centrifuga-
tion (31, 32).

The top gel of Fig. 2A compares the Drs2p-Bad contents of
the P3 and P2 fractions obtained for wild-type Drs2p co-ex-
pressed with Cdc50p (hereafter referred to as “D™”) and shows
for comparison the results obtained for an inactive Drs2p
mutant co-expressed with Cdc50p as well (hereafter referred to
as “D**”). In D* P3 membranes, comparison with yeast mem-
branes expressing a known amount of SERCAla-Bad (31)
allowed us to estimate that the recombinant Drs2p protein
accounted for about 3% of the total protein present in that frac-
tion; this corresponds to about 10 mg of Drs2p/liter of culture
(data not shown).
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Shil pro GAL10/CYC1
2u o CDC50-His,,
ter PGK

R Sbfl
% URA3

pro GAL10/CYC1

AmpR U
pYeDP60_DRS2-Bad/CDC50-His,,
Ori 15986 bp

ADE2 DRS2-Bad
ter PGK

FIGURE 1. Map of plasmid used for co-expression of Drs2p-Bad and
Cdc50p-His, . The co-expression plasmid, derived from pYeDP60, contained
sequences coding for CDC50 fused to a C-terminal His,, tag (gray arrow) and
for DRS2 fused to a C-terminal Bad tag (black arrow) both under the control of
aninducible GAL10/CYCT hybrid promoter. A short sequence coding fora TEV
orathrombin cleavage site was also inserted between DRS2 and CDC50 open
reading frames and their respective tags. ADE2, auxotrophy selection marker
for adenine; Ori, bacterial replication origin; Amp®, gene conferring resistance
to ampicillin; 2, yeast replication origin; URA3, auxotrophy selection marker
for uracil; Sbfl, restriction sites.

Detection of Cdc50p-His,, (Fig. 2A) revealed several bands:
the slowest band ran just above the 50-kDa marker, and the
fastest band ran between 37 and 50 kDa. In view of the fact that
the expected molecular mass for Cdc50p-His, , is about 43 kDa
and that Cdc50p contains four consensus sequences for
N-linked glycosylation (Asn-Xaa-(Ser/Thr)) in its large lume-
nal loop, a likely hypothesis is that the slowest band corre-
sponds to glycosylated Cdc50p-His,,, whereas the fastest band
corresponds to a less mature, unglycosylated form (with bands
of intermediate mobility corresponding to intermediate levels
of glycosylation). This hypothesis was supported by deglycosy-
lation experiments using peptide-N-glycosidase F (see Fig. 3B
below).

The pattern of Cdc50p-His, , glycosylation exhibited signifi-
cant differences in P2 versus P3 membranes: in P3 membranes,
but not in P2 membranes, the mature form of Cdc50p-His;,
was predominant (see Fig. 24, two central lanes). This suggests
that Cdc50p in the P3 fraction has reached compartments
where more complete maturation has occurred. In line with
this observation, we found that the TGN marker Tlg2p (29) was
more abundant in the P3 fraction than in the P2 fraction (Fig.
2A). Conversely, the endoplasmic reticulum marker Dpmlp
was found distributed fairly equally between P3 and P2 mem-
branes (Fig. 24). Note that the glycosylation degree of Cdc50p
in the D** sample (where the D560N mutant of Drs2p is
expressed in combination with Cdc50p) was significantly
reduced compared with that in the D" sample even in P3
membranes.

Those members of the P-type ATPase family that have been
studied extensively are known to transiently form a phospho-
rylated intermediate during their catalytic cycle. Therefore, our
aim was to reveal the formation of such a phosphorylated inter-
mediate by incubating P3 or P2 membranes with [y-**P]ATP
followed by acid quenching and filtration. In a previous work,
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FIGURE 2. Characterization of P2 and P3 membranes from yeast co-ex-
pressing Drs2p-Bad and Cdc50p-His, . A, P3 and P2 membranes were
obtained from yeast co-expressing Cdc50p-His,, and either wild-type Drs2p
(D) or the Drs2pP°®°N mutant (D**), or from yeast transformed with an
empty vector (EV). For detection of Drs2p-Bad and Cdc50p-His, (using a bio-
tin probe and a His probe, respectively), 0.4 ug of total P3 or P2 proteins was
loaded for SDS-PAGE. For detection of Tlg2p (with a-Tlg2p polyclonal anti-
body), 5 ug of total P3 or P2 proteins was loaded for SDS-PAGE. For detection
of Dpm1p (using an anti-Dpm1p monoclonal antibody), 20 g of total P3 or
P2 proteins was loaded. B, D" P3 and P2 membrane fractions were tested for
the ability of Drs2p to become phosphorylated from ATP (here at 0.5 um
[y->2P]ATP) in the absence or presence of 1 mm orthovanadate (open bars or
gray bars, respectively). Data are presented as the mean =S.D. (error bars) of
duplicates.

vanadate-sensitive phosphorylation of overexpressed Drs2p
had been detected only after membrane solubilization and
Drs2p purification (23). Here, vanadate-sensitive phosphoryla-
tion was already observed in crude yeast membrane fractions.
As displayed in Fig. 2B, phosphorylation of Drs2p in P2 mem-
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FIGURE 3. Co-expression of Cdc50p, but not its full glycosylation, is
required for phosphorylation (from [y->?P]ATP) of Drs2p-Bad expressed
in P3 membranes. A, P3 membranes containing either Drs2p mutated at the
catalytic site and co-expressed with Cdc50p (Drs2pP¢°N, D**), wild-type
Drs2p co-expressed with Cdc50p (D), or wild-type Drs2p expressed alone
(i.e. in the presence of endogenous Cdc50p only (D)) were used. Samples
(200 wl) were incubated on ice at 0.5 mg of total protein/ml in buffer A sup-
plemented with 100 um Ca®" in the absence or presence of 1 mm orthovana-
date. At time 0, phosphorylation was triggered by addition of a final concen-
tration of 2 um [y->2P]ATP; after 25-30 s, this was followed by acid quenching
and filtration. This graph shows one representative experiment of several
independent experiments with similar results. Inset, after loading 0.25 ug of
total protein for SDS-PAGE, Drs2p-Bad was detected using a biotin probe. In
the range of molecular masses illustrated, the probe also weakly detected the
biotinylated yeast proteins Acc1p (~250 kDa) and Pyc1/2p (~130 kDa). Ctrl,
yeast membranes that were not transformed with DRS2- or CDC50-containing
plasmid. B, D* P3 membranes suspended at 2 mg/ml in SB containing 1
mg/ml DDM were incubated on ice for 15 min in the absence or presence of
10 pg/ml peptide-N-glycosidase F (PNGase F) (i.e. 20,000 units/ml). Mem-
branes were subsequently diluted to 0.5 mg/ml in buffer A supplemented
with 0.1 mmCa?* and 1 mMEGTA, and the ability of these samples to become
phosphorylated was measured after addition of 0.5 um [y->2PJATP in the
absence (open bars) or presence (gray bars) of 1 mm orthovanadate. Data are
presented as the mean =S.D. (error bars) of duplicates. 1.5 ug of total protein
was loaded for Western blot analysis. Detection of Drs2p was performed
using a biotin probe, and detection of Cdc50p was performed using a His
probe (gels on the right).

branes was 3—4-fold lower than that in P3 membranes (for the
same amount of Drs2p or Cdc50p; Fig. 2A). This is consistent
with the idea that proper trafficking is a prerequisite for recov-
ery of a functional Drs2p-Cdc50p complex. We thus used P3
membranes for further functional characterization of Drs2p.
Cdc50p-dependent Phosphorylation from [y->’PJATP of
Drs2p-Bad at Its Catalytic Aspartate and Effects of Cdc50p
Deglycosylation—Because Cdc50 proteins have previously been
shown to be required for phosphorylation of purified Drs2p or
ATP8B1 (23, 39), we first checked whether this would still be
the case in crude membranes obtained with our new overex-
pression system. As can be seen in Fig. 34, vanadate-sensitive
phosphorylation was indeed strictly dependent on the co-ex-
pression of Drs2p and Cdc50p (D" sample as opposed to the
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D~ sample where Drs2p was expressed in the presence of
endogenous Cdc50p alone), whereas for the inactive D**
mutant, vanadate-sensitive phosphorylation was insignificant.
The virtual insensitivity to VO, of D** and D~ samples con-
firms that endogenous Drs2p and Cdc50p are present in negli-
gible amounts compared with the overexpressed proteins.

To check whether the different phosphorylation levels meas-
ured in P3 or P2 membranes (see Fig. 2B) imply any direct role
of the Cdc50p N-linked sugars on the Drs2p catalytic cycle, we
subjected Cdc50p expressed in D' P3 membranes to in vitro
deglycosylation by peptide-N-glycosidase F. We found (Fig. 3B)
that the ability of the initially correctly folded Drs2p to become
phosphorylated from [y->’P]ATP did not suffer from deglyco-
sylation under incubation conditions (15 min at 4 °C) sufficient
to allow the fully glycosylated Cdc50p to disappear.

We then looked for optimal conditions for measuring the
steady-state phosphorylation level of D™ P3 membranes. The
vanadate-dependent phosphoenzyme formed rapidly even at a
low concentration of [y-**P]ATP: it reached a maximal level
after 20-30 s on ice in the presence of 0.5 um [y-**P]ATP (data
not shown and Fig. 8, dotted lines), a low concentration that
minimized vanadate-independent phosphorylation. We also
found that the measured steady-state phosphorylation level for
D™ P3 membranes was relatively insensitive to ionic condi-
tions. Changes in pH (between 6 and 8.5; Fig. 4A) and in the KCl
or NaCl concentration (between zero and 0.3 m; Fig. 4B) only
had minor effects. Adding EGTA to Ca>*-containing medium
ruled out any significant effect on the steady-state phosphoryl-
ation level of the free Ca®>* concentration (from 0.01 to 100 um)
or of the many (and possibly endogenous) metal species that
can be chelated by EGTA. The phosphorylation level was also
unaltered if the free Mg>* concentration was reduced from 5 to
1 mM, but it decreased for much lower concentrations of free
Mg>" consistent with Mg> " -ATP being the substrate for phos-
phorylation as generally accepted for P-type ATPases (40 —42).
Moderate concentrations of Co>", Zn**, La®>", carbonyl cya-
nide m-chlorophenylhydrazone, sulfate, oxalate, or arsenate
did not greatly affect the steady-state phosphorylation level
(Fig. 4 and data not shown).

Inhibition of Phosphorylation by Orthovanadate and Fluo-
ride Compounds—We next studied in more detail the effect of
putative inhibitors (Fig. 5). Micromolar concentrations of
orthovanadate were sufficient to strongly inhibit Drs2p phos-
phorylation. The temperature of incubation did not affect the
resulting inhibition (Fig. 54), and the kinetics of inhibition by
0.1 mm VO, were fairly rapid, being completed within 1 min on
ice (Fig. 5C). Itis well known that in the case of P,-type ATPases
like SERCAla VO, binds rapidly to the Ca>" -free (“E2”) form of
the pump only, not to its Ca®* -bound (“E1”) form (43). The fact
that phosphorylation of Drs2p was inhibited by VO, after only
a short incubation suggests that in P3 membranes Drs2p “at
rest” essentially resides in an E2-like conformation.

We also addressed the effect of fluoride compounds known
to be reactive with E2-like states of other P-type ATPases (see
e.g Ref. 30). We found that Drs2p phosphorylation was severely
inhibited by 1 mm fluoride combined with either 50 um BeCl, or
50 uM AICI, (Fig. 5B) and that inhibition was completed within
1 min in the presence of BeCl, and within 5 min in the presence
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FIGURE 4. Effect of various ionic conditions on phosphorylation (from
[y-3>2P]ATP) of Drs2p-Bad. A and B, the effect of pH and KCl was explored in
the absence (open symbols) or presence (gray symbols) of T mm orthovana-
date. C, the effect of manipulating the concentrations of a few metal ions was
tested by adding either 0.6 or 5 mm EGTA (which reduced the free Ca>* con-
centrations to 0.1 or 0.01 um as indicated below the corresponding bars); by
adding 4, 7.5, or 15 mm EDTA (which also lowered the free Ca?* concentra-
tions to various extents but in addition reduced the free Mg?* concentra-
tions); or by adding 50 or 500 um Zn?* or Co?*, or 50 um La**, or 10 um H*
ionophore carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP). Phosphoryl-
ation (on ice for 30 s) was triggered by addition of 0.5 um [y->?P]ATP followed
by acid quenching. Data are presented as the mean =SD (error bars) of
duplicates.

of AICl, (Fig. 5C). 1 mm fluoride alone only exerted very slow
inhibition (Fig. 5C). Because of the presence of 5 mm Mg>" in
the medium, this slow inhibition could well correspond to
inhibitory binding of a magnesium fluoride complex (the same
order of reactivity for the various fluoride compounds was also
found in the case of SERCA1a; see e.g. Ref. 30). In the absence of
KEF, BeCl, or AICIL, only had minor effects on the total phospho-
rylation level (Fig. 5B).

Inhibition of Drs2p phosphorylation by aluminum fluoride
compounds was further characterized. At pH 7 in the presence
of 1 mm KEF, inhibition was virtually complete already in the
presence of 5 um total AlCl;, but the efficiency for inhibition
strongly decreased under alkaline conditions (data not shown
and Fig. 5D). The latter fact is consistent with the idea that, as
for other P-type ATPases, the inhibitory complex could be
AlF, whose concentration strongly decreases under alkaline
conditions due to increased formation of A[(OH), competitors
(44). Similarly, at pH 7, inhibition by the aluminum fluoride
complex could be minimized or prevented by including an alu-
minum chelator, either the classical Ca®>" chelator EGTA or the
iron and aluminum chelator desferrioxamine B (Fig. 5D). If
these chelators (or hydroxyl ions) were added after inhibition
by aluminum fluoride had developed, Drs2p slowly recovered
from its previous inhibition, showing that the inhibitory com-
plex was not formed irreversibly (Fig. 5D).
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FIGURE 5. Orthovanadate or fluoride compound inhibition of phospho-
rylation (from [y->2P]ATP) of Drs2p-Bad in P3 membranes. D" P3 mem-
branes were incubated at 0.5 mg of protein/mlin buffer A supplemented with
0.1 mm CaCl,, and phosphorylation was subsequently measured 25 s after
addition of 0.5 um [y-*?PJATP (on ice). A and B, incubation lasted 1 h and was
performed either at 24 °C (open symbols) or on ice (gray symbols) followed in
both cases by an additional 20-40 min oniice. A, incubation was performed in
the presence of various concentrations of orthovanadate. B, incubation was
performed in the absence or presence of KF (1 mm when present) and in the
additional presence of either 50 um BeCl, (squares) or 50 um AlCI3 (triangles)
or in the presence of 5 mm MgCl, only (diamonds). C, time dependence on ice
of the inhibition by 100 um VO, (gray circles) or by 1 mm KF in the absence
(diamonds) or presence of either 50 um BeCl, (squares) or 50 um AICl; (trian-
gles). Open circles, control incubation in the absence of any added compound.
D,D* P3 membranes were diluted on ice to 0.5 mg/ml at time 0 (open circles,
dotted line), 50 um AICl; and 1 mm KF were added at t = 20 min, and the
residual phosphorylation level was assayed after various periods. To trigger
recovery from inhibition, free aluminum was subsequently chelated at t = 95
min by adding either hydroxyl ions (Tris base) to bring the pH up to 8
(squares), 10 mm EGTA (upside down triangles), or 0.2 mm desferrioxamine
(diamonds). For a control, Tris, EGTA, and desferrioxamine were also added to
the membranes together with AICl; and KF at t = 20 min (open squares, trian-
gles, or diamonds).

Solubilization of D™ P3 Membranes by Detergents and Short
or Long Term Effects of Detergents on Phosphorylation of Solu-
bilized Drs2p-Cdc50p Complex—W e then investigated the abil-
ity of various detergents to interact with Drs2p-Bad and
Cdc50p-His,,, solubilize these proteins, and possibly affect
their function or stability. Fig. 64 shows that DDM allowed
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FIGURE 6. Detergent-induced solubilization of glycosylated Drs2p-Cdc50p complex. A, D™ P3 membranes were diluted to 2 mg of protein/ml in ice-cold
SB supplemented with detergent (DDM or C,,E, with the indicated detergent-to-protein ratio) as well as with PMSF and a mixture of protease inhibitors and
incubated as described under “Experimental Procedures” before high speed centrifugation. Pellet (P) fraction was resuspended in the same volume as that of
the total membrane (7) fraction. 0.5 ug of the total membrane fraction was loaded for SDS-PAGE, and the same volumes of supernatant (S) and pellet fractions
were loaded as well. Drs2p-Bad was detected using a biotin probe, and Cdc50p-His,, was detected using a His probe. B, D* P3 membranes were solubilized
with 0.5 g of DDM/g of protein (1 mg/ml DDM) and centrifuged as above. The supernatant was then added to Ni*"-NTA beads (400 ul of slurry for 10 ml of
solubilized sample) and incubated overnight. Unbound proteins were collected in the flow-through (FT), the resin was washed with 5 ml of “wash” buffer (W)
(SB supplemented with 0.2 mg/ml DDM), and proteins were eluted with 1.2 ml of “elution” buffer (El) (wash buffer supplemented with 250 mm imidazole). 0.8
g of the total membrane fraction and the same volumes of supernatant, pellet, flow-through, wash buffer, and elution buffer fractions were analyzed by

Western blotting.

almost complete solubilization of the biotinylated Drs2p-Bad
(compare total membrane (7), supernatant (S), and pellet (P)
lanes) at DDM-to-protein ratios as low as 0.5 g/g. Solubilization
of Drs2p-Bad with C,,E; proved possible too (Fig. 64). In all
cases, the unglycosylated portion of Cdc50p-His;, remained
insoluble, whereas solubilization of the glycosylated, mature
form displayed a similar dependence on detergent concentra-
tion as that of Drs2p-Bad (Fig. 6A). Triton X-100 or L-a-lyso-
phosphatidylcholine as well as high critical micelle concentra-
tion detergents like CHAPS, Hecameg, or octyl glucoside also
efficiently solubilized Drs2p-Bad and glycosylated Cdc50p-
His,, (data not shown). When DDM-solubilized D" P3 mem-
branes (at 0.5 g/g DDM-to-protein ratio) were subjected to
Ni*"-NTA affinity chromatography, a large fraction of both
Cdc50p-His,, and Drs2p-Bad did bind to the resin (Fig. 6B,
compare supernatant (S) and flow-through (F7) lanes), indicat-
ing that both proteins still interact with each other after solu-
bilization with DDM. The two proteins could be co-eluted from
the Ni?*-NTA beads using imidazole (elution buffer (El) lane).

For testing the effect of various solubilizing detergents on
Drs2p function, detergent at a relatively high detergent-to-pro-
tein ratio (10 g/g) was added to D or D" P3 membranes, and
[y-**P]ATP-dependent phosphorylation was measured. After
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short term incubation (1 min), the presence of various deter-
gents in the phosphorylation assay resulted in various levels of
phosphorylation for Drs2p (Fig. 7A). DDM led to phosphoryl-
ation levels slightly higher than in the absence of detergent.
Some other detergents, including Triton X-100, digitonin (pre-
viously used in Ref. 23), or the short-chain lipid diC,PC (45), led
to lower levels of phosphorylation. In similar experiments,
Nonidet P-40, a close relative to Triton X-100, and n-dodecyl-
N,N-dimethylamine-N-oxide were found to be rather poor
(data not shown).

Because of the known ability of detergents in some cases to
induce time-dependent inactivation of membrane proteins (see
e.g. Ref. 46), the long term effects of incubation with DDM,
C,,Eg, and Triton X-100 were also investigated. Of these three
non-ionic detergents, DDM appears to be the least inhibitory
after incubation for hours on ice (Fig. 7B). Compared with
DDM, CHAPS either in the absence or in the presence of egg
lecithin and DTT (16) did not lead to any gain in stability (data
not shown). Similar experiments also demonstrated that
a-DDM, C,;-B-maltoside, or C, ,-B-maltoside did not preserve
phosphorylation more effectively. Octyl thioglycoside and
CYMAL-5 were not stabilizing detergents either (data not
shown). Reducing the detergent-to-protein ratio helped to
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FIGURE 7. Short and long term effects of detergents on phosphorylation
(from [y-3?P]ATP) of Drs2p-Bad. P3 membranes, either D* (open bars or
open symbols) or D** (gray bars or gray symbols), were suspended at 2 mg/ml
in SB supplemented with PMSF and a complete protease inhibitor mixture. A,
samples were then incubated for 1 min in the presence of various detergents
all at 20 mg/ml; the detergents used are indicated (Digit, digitonin; TX-100,
Triton X-100). After such incubation, samples were diluted 4-fold into buffer A
supplemented with 0.1 mm CaCl,, and phosphorylation was measured as
described earlier using two superimposed A/E filters. Both filters were
counted, and the sum of the radioactivities in the two filters was plotted. B, for
selected detergents, similar measurements were repeated after incubation
on ice for a few hours. The detergents tested were DDM (triangles), C,,Eg
(squares), and Triton X-100 (diamonds). C, DDM was tested at various concen-
trations, resulting in the various detergent (det.)-to-protein (prot.) ratios indi-
cated. Data are presented as the mean = S.D. (error bars, n = 3).
maintain Drs2p phosphorylation ability after long term incuba-
tion (Fig. 7C): at the low (but still solubilizing) DDM-to-protein
ratio of 0.5 g/g, the D™ phosphorylation level even slightly
increased over time as for membranes (Fig. 7C).
Turnover-dependent Dephosphorylation of Drs2p-CdcS50p
Complex as Measured upon Isotopic Dilution of [y->’PJATP—
We revealed turnover-dependent dephosphorylation of Drs2p
by chasing the >?P-labeled phosphorylated species formed in
Drs2p+Cdc50p-containing membranes with non-radioactive
Mg>"-ATP. At 4 °C, a very significant fraction of Drs2p phos-
phoenzyme resisted ATP chase for minutes (Fig. 84) in contrast
with the much faster and complete phosphoenzyme decay that
was observed for SERCA1la under identical conditions (data not
shown). This decay was not sensitive to the presence of ADP
(instead of Mg?"-ATP) in the dephosphorylation medium, but
it was clearly sensitive to temperature as expected for an enzy-
matic process. At high temperature, however, this decay
remained fairly slow: the half-time for the slow component of
Drs2p dephosphorylation was of the order of 1-2 min at 37 °C
(Fig. 8A). The corresponding results for the inactive D** sam-
ple (Fig. 8B) clearly show that most of this slow component of
D™ dephosphorylation is indeed attributable to Drs2p phos-
phoenzyme decay, whereas at least part of the observed initial
rapid phase of dephosphorylation in Fig. 84 can be accounted
for by rapid decay of the background phosphorylation also
observed for the inactive mutant.
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FIGURE 8. Turnover-dependent dephosphorylation of Drs2p-Bad either
in membranes or in presence of various detergents. A, D" P3 membranes
were suspended at 0.5 mg of protein/ml in buffer A supplemented with 100
um Ca®* on ice. Phosphorylation was triggered by adding 0.5 um [y->2P]ATP
and quenched after various periods (dotted line). After 25 s (arrow), aliquots
were withdrawn and diluted 5-fold for dephosphorylation under three differ-
ent conditions: first on ice in the presence of 1 mm non-radioactive Mg?"-ATP
(squares; in this case, the Mg?*-ATP-containing dephosphorylation medium
had previously been supplemented with 0.01 mg/ml pyruvate kinase and 0.2
mm phosphoenolpyruvate); second, on ice but in the presence of 1 mm ADP
instead of Mg?"-ATP and without pyruvate kinase or phosphoenolpyruvate
(triangles); and third, in the presence of 1 mm Mg?*-ATP but at 37 °C (circles). B,
dephosphorylation in the presence of Mg?*-ATP at 37 °C (as in A) using D**
P3 membranes. C, before triggering phosphorylation of D* P3 membranes,
the membrane suspension had been supplemented with T mg of DDM/ml|,
and dephosphorylation was measured after 5-fold dilution into a Mg®*-ATP-
containing dephosphorylation medium at 37 °C that also contained a 1
mg/ml concentration of either DDM (circles), C,,Eg (triangles), or diC,PC
(squares). In all cases, the dotted line represents the time course for phospho-
rylation itself on ice (the actual data points were removed for clarity except for
the data point at 25 s). This figure shows one representative experiment of
several independent experiments with similar results.

Turnover-dependent decay of the Drs2p-Cdc50p phosphoe-
nzyme was also explored in the presence of detergent. The pres-
ence of DDM did not much affect the kinetics of Drs2p-Cdc50p
dephosphorylation at 37 °C (Fig. 8, A and C, compare circles),
whereas phosphoenzyme decay was made significantly faster in
the presence of C,,E¢ and even more so in the presence of the
short-chain lipid diC,PC (Fig. 8C).

Effect of Exogenous PS and PtdIns(4)P on Dephosphorylation
of Drs2p-Cdc50p Complex—Our ability to measure phospho-
rylation and dephosphorylation of Drs2p in the presence of
detergent prompted us to test the effect of specific lipids in the
environment of Drs2p. Unexpectedly, when yeast membranes
were solubilized at a relatively high detergent-to-protein ratio
(10 g of DDM/g of total protein), allowing a large dilution of
proteins and endogenous protein-bound phospholipids within
the solubilizing detergent micelles, the presence of exogenous
PS during phosphorylation and dephosphorylation (here, 0.05 g
of PS/g of DDM; hence, 0.5 g of PS/g of protein) slowed down
Drs2p dephosphorylation (Fig. 94). Control experiments ascer-
tained that most of the non-catalytic phosphorylation dropped
during the first rapid phase in all cases (data not shown). The
slowing down effect of PS was apparently independent of the
nature of the lipid fatty acid chains as it was observed for POPS
(Fig. 94), DMPS, and for a commercial mixture of E. coli lipids
rich in various types of PS (data not shown). In similar experi-
ments, PS also slowed down the dephosphorylation rate
observed in the presence of C,,E4 (data not shown).

Exogenous PS also exerted a slowing down effect on dephos-
phorylation of the solubilized Drs2p in the presence of exoge-
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FIGURE 9. Presence of PtdIns(4)P is required to allow PS to stimulate turn-
over-dependent dephosphorylation of Drs2p in excess DDM.D* P3 sam-
ples containing 0.5 mg of protein/ml were first solubilized with 5 mg of
DDM/ml supplemented in some cases with various exogenous lipids (0.25 mg
of each lipid/ml), resulting in detergent and exogenous lipid-to-total protein
ratios of 10 g of DDM/g of protein and 0.5 g of each exogenous lipid/g of
protein. After 25 s of phosphorylation from [y->?P]ATP in buffer A supple-
mented with 0.1 mm Ca®* and 1 mm EGTA, samples were either quenched
with acid immediately or transferred into a tube pre-equilibrated at 37 °Cand
containing concentrated non-radioactive Mg?"-ATP (so that the final con-
centration of ATP was 1 mm) for dephosphorylation for various periods before
acid quenching. A, open circles, DDM alone; closed circles, DDM + POPS. B,
open squares, DDM + POPC; closed squares, DDM + POPC + POPS; C, open
triangles, DDM + PtdIns(4)P (PI(4)P); closed triangles, DDM + PtdIns(4)P +
POPS. D, dephosphorylation rates in the presence of Ptdins(4)P (open sym-
bols) or PtdIns(4)P + POPS (closed symbols) were measured before (triangles)
or after (diamonds) proteolytic excision of the Bad and His,, tags from con-
structs bearing a TEV cleavage site. Cleavage of the tag was performed by
overnight incubation of membranes at 4 °C in the presence of TEV protease.
Aliquots were analyzed by Western blotting for the residual tag contents
using the biotin probe and the His probe (inset). Data from A and B are pre-
sented as the mean =S.D. (error bars) of four independent experiments. Data
from Care presented as means = S.D. (error bars, n = 5 of three independent
experiments). Data from D are presented as the mean *+S.D. (error bars) of
duplicates.

nously added PC (Fig. 9B). PC alone only slightly slowed down
dephosphorylation, and this effect was again apparently inde-
pendent of the nature of the PC fatty acid chains as POPC and
DOPC had similar slightly inhibitory effects (data not shown).
The combination of PC and PS was as inhibitory as PS alone
(Fig. 9, A and B). Remarkably, if exogenous PtdIns(4)P was
added to DDM for the initial Drs2p solubilization, the addi-
tional presence of exogenous PS led to a clear acceleration of
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Drs2p dephosphorylation as expected for a transported phos-
pholipid, whereas PtdIns(4)P alone already induced slight
acceleration (Fig. 9C).

To rule out any possible artifactual role of the C-terminally
located Bad tag in Drs2p-Bad, we investigated whether remov-
ing this tag would induce any change in the phosphorylation or
dephosphorylation properties of Drs2p. Because of proteases
cleavage sites inserted in the C terminus, we were able to
remove Bad and His,  tags from Drs2p-Bad and Cdc50p-His;,
(Fig. 9D, inset), respectively, and protease-treated membranes
were solubilized with an excess of DDM. After tag removal, the
effects of PS and PtdIns(4)P on phosphoenzyme decays were
unchanged (Fig. 9D). This shows that the C-terminally located
Bad sequence on Drs2p (as well as the His,, tag on Cdc50p)
does not interfere with catalytic turnover and regulation of
Drs2p function by PtdIns(4)P. Experiments similar to those
illustrated in Fig. 9 but performed in the presence of lower
relative amount of lipids showed weaker effects of POPC,
POPS, and PtdIns(4)P (data not shown), suggesting that these
lipids bind to their sites on Drs2p with relatively poor apparent
affinity when they have to compete with an excess of DDM.

DISCUSSION

Co-expression of Drs2p and Cdc50p—Although several lines
of evidence indicate that Drs2p is responsible for phospholipid
flipping across membranes, much remains to be discovered
about the translocation mechanism itself and the role of the
Drs2p companion protein, Cdc50p. Toward this goal, we con-
structed a plasmid (Fig. 1) carrying both DRS2 and CDC50
genes and allowing for the coordinated overexpression of both
proteins at high cell densities. From 1 liter of culture, 300 mg of
protein was recovered in the light P3 membrane fraction, 3% of
which (i.e. about 10 mg) was estimated to be biotinylated
Drs2p-Bad accompanied by correctly glycosylated Cdc50p-
His,;,, whereas the heavy P2 fraction was found to contain
membranes expressing predominantly a non-glycosylated ver-
sion of Cdc50p-His;, corresponding to immature Cdc50p that
had probably not properly trafficked to Golgi membranes (Fig.
2). The poorer glycosylation observed for Cdc50p co-expressed
with the inactive Drs2p”>*°N mutant (Fig. 2) is consistent with
previous data suggesting that mutation of Asp-560 in Drs2p
alters the interaction between Drs2p and Cdc50p as measured
in vivo by the split ubiquitin assay (23).

Functionality of Overexpressed Drs2p-Cdc50p Complex—
The quality of the complex formed was suitable for functional
analysis without requiring any additional purification step.
With Drs2p accounting for about 3% of total proteins in the P3
membrane fraction, the vanadate- or fluoride-sensitive phos-
phorylation level at steady state of about 3 pmol of **P bound/
100 ug of total protein (Figs. 3—9) would correspond to about 1
nmol of **P bound/mg of Drs2p protein itself. This suggests
that the stoichiometry for Drs2p phosphoenzyme amounts to
at least a few tens of %, a value comparable with those reported
for purified ATP8AZ2 in the absence of PS (17). This high phos-
phorylation level, which is much higher than in previous
reports (23, 39), represents a significant improvement for
future dissection of the molecular mechanism underlying
Drs2p+Cdc50p-mediated lipid transport.
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We found that after Drs2p has acquired an appropriately
active conformation due to the chaperone role of fully glycosy-
lated Cdc50p, maintenance of the complete glycosylation of
Cdc50p is a prerequisite neither for Drs2p steady-state phos-
phorylation at its catalytic site (Fig. 3B) nor for its dephospho-
rylation (data not shown). This agrees with previous reports
suggesting that glycosylation of only a few of the potential sites
on Cdc50p is sufficient for its function (24).

For subsequent studies after solubilization, DDM was found
to be a fair choice as this detergent allowed maintaining the
formation of significant amounts of phosphoenzyme while
minimizing the rate of detergent-induced irreversible inactiva-
tion and preserving the interaction between Drs2p and fully
glycosylated Cdc50p (Figs. 6 and 7).

Measurement of Catalytic Turnover of Drs2p-Cdc50p
Phosphoenzyme—In previous studies with either Drs2p-
Cdc50p complex purified from yeast membranes or human
ATP8B1-CDC50A complex purified from baculovirus-infected
cells, only a very minor fraction of the phosphoenzyme formed
was found capable of undergoing turnover-dependent dephos-
phorylation even in the presence of PS in the dephosphoryl-
ation medium (23, 39). Time-dependent decay of a **P-labeled
phosphorylated state of the purified ATP8A1 (ATPase II) has
been reported previously (47), but in that study, the time
dependence measured probably does not reflect the true kinet-
ics of the catalytic cycle but merely the time needed for exhaus-
tion of [y->*P]ATP from the medium. In addition, the observed
phosphoenzyme was formed in the absence of Mg>*, and it was
detected after alkaline SDS-PAGE, an odd situation for the
anticipated acylphosphate phosphoenzyme (48). Only very
recently has it been possible to clearly observe the turnover-de-
pendent phosphoenzyme decay of a P,-ATPase, namely human
ATPSA2 (17).

Here, we were able for the first time to measure turnover-de-
pendent decay of the **P-labeled Drs2p-Cdc50p phosphoen-
zyme (Fig. 8). The kinetics of this decay were found to be ADP-
insensitive (Fig. 84), which according to classical rationales for
P-type ATPases would characterize Drs2p phosphoenzyme
formed at 4 °C as “mainly E2P.” In contrast, the ATP8A2 phos-
phoenzyme contains a significant proportion of the ADP-sen-
sitive E1P form (17).

Effects of PS and Ptdins(4)P on Turnover-dependent Phos-
phoenzyme Decay—In the case of P,-ATPases like SERCAla
Ca®*-ATPase or Na*,K"-ATPase, it is the binding of counter-
transported H* and K™ ions to the transport site in the E2P
state that stimulates E2P dephosphorylation via the TGE motif
of their A-domain (9, 49). Assuming that P,- and P,-ATPases
share the same basic mechanism for transport, binding of the
transported substrate (PS in the case of Drs2p) should therefore
stimulate dephosphorylation of Drs2p, and this is indeed what
is observed with ATP8A2 (17). However, when solubilization of
yeast membranes was performed with a high DDM-to-protein
ratio, the mere addition of PS to DDM slowed down Drs2p
dephosphorylation. PS exerted its expected stimulatory effect
on Drs2p dephosphorylation only in the presence of PtdIns(4)P
(Fig. 9). Because the solubilized Drs2p was preincubated with
PS in these experiments, there is no doubt that PS had ample
time to reach its binding sites on Drs2p.
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Note that when membrane solubilization was performed
with a 10-fold lower detergent-to-protein ratio addition of PS
no longer exerted any effect, and PtdIns(4)P was now stimula-
tory both in the absence and the presence of PS (data not
shown). A likely reason for these results is that at such a modest
DDM-to-protein ratio the PS-binding sites on Drs2p-Cdc50p
remained occupied by endogenous PS derived from the yeast
Golgi membranes so that addition of exogenous PS did not have
any additional effect. But the PtdIns(4)P-binding sites on
Drs2p*Cdc50p remained essentially unoccupied presumably
because of the known instability of PtdIns(4)P and therefore the
absence of any endogenous PtdIns(4)P in the final membrane
fraction (hence the stimulating effect of added PtdIns(4)P).

If this interpretation is correct, the data at a high DDM-to-
protein ratio are those that best reveal the intrinsic modulatory
properties of the membrane lipids, namely the strict require-
ment for PtdIns(4)P for allowing PS to stimulate the catalytic
cycle of Drs2p. Thus, our observations provide the enzymologi-
cal basis for the recently established fact that PtdIns(4)P stim-
ulates NBD-PS translocation in the TGN (25). This stimulation
appears to be due to acceleration of the dephosphorylation step,
a step at which the phospholipid ligand is expected to be loaded
on the flippase.

From a physiological point of view, PtdIns(4)P is a crucial
component of the signaling cascade for clathrin-coated vesicle
formation at the TGN (26, 27). The dependence of Drs2p:
Cdc50p phosphoenzyme decay on PtdIns(4)P is consistent with
the need of enhanced phospholipid transport by Drs2p when
vesicle budding is required (25).

It might appear as a paradox that the ligand to be transported
by Drs2p (PS) does not stimulate pump dephosphorylation
(and therefore completion of its catalytic cycle) in all cases and
may even slow down this step. But this is only because in most
classical cases coupling of P-type pump dephosphorylation to
ion transport is quite tight (see e.g. Ref. 50). From a general
enzymological point of view, this tight coupling is not strictly
necessary. In the absence of PtdIns(4)P, the Drs2p enzyme
might display an uncoupled catalytic cycle. The mitochondrial
P450 enzyme is a classical example of an enzyme for which the
balance between the desired oxidation of substrates and parallel
abortive mechanisms is highly variable from one substrate to
the other (51, 52). Even for P,-type ATPases (for instance
Ca®>"-ATPase), the existence of uncoupled pathways for
dephosphorylation has been suggested, either for different iso-
forms or under different situations (53-56).

Phosphoenzyme Turnover Is Slower for Drs2p-Cdc50p Complex
than for Mammalian Photoreceptor P,ATPase, ATP8A2—
For our complex, we found rather slow dephosphorylation rate
constants (in the min ™' range) both in membranes and in DDM
(see Figs. 8 and 9).

These slow dephosphorylation rate constants are not incom-
patible with the faster rate constants deduced from overall ATP
hydrolysis rates measured previously for purified Drs2p (15).
Indeed, those hydrolysis measurements were performed in the
presence of C,,E,, a detergent mixture related to the pure C,,Eg
detergent that in the present study strongly accelerated phos-
phoenzyme decay (Fig. 8C). Moreover, the rates of Drs2p-de-
pendent NBD-PS translocation measured in proteoliposomes
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were much slower (15) than what would have been expected
(assuming a coupling ratio close to 1) from the ATP hydrolysis
rates measured in the presence of C,,E,.

Nevertheless, the turnover rate constants measured for our
complex are definitely slower than those deduced from the
overall hydrolytic activity as well as from direct dephosphoryl-
ation measurements of human P,-ATPase ATP8A2 from pho-
toreceptor outer segment disc membranes (16, 17). In addition,
ATP8A2 ATPase activity has been described to be greatly stim-
ulated by PS without any special requirement for PtdIns(4)P
(16,17). One possible interpretation for these apparent discrep-
ancies between our results with Drs2p and those for ATP8A2 is
that Drs2p-catalyzed lipid flip-flop in yeast TGN membranes
does not need to be especially rapid. In contrast, ATP8A2 local-
ized in retina might have to counterbalance rapid dissipation of
lipid asymmetry by the “floppase” activity of opsin (57). From a
mechanistic point of view, the fast turnover rate of ATP8A2 and
its apparent lack of sensitivity to PtdIns(4)P might come from
the fact that there is only poor conservation of the C-terminal
tail (including the putative RMKKQR PtdIns(4)P-binding site
(25)) between these two P,-ATPases.

Directly performing ATPase activity measurements on yeast
P3 membranes with overexpressed Drs2p would of course be
desirable. We made a few attempts along this line, but they
remained unsuccessful because of the high background ATPase
activity found in our crude yeast membrane fractions. Com-
pared with this relatively high background activity, the
expected activity resulting from dephosphorylation of 30-40
pmol/mg total protein with a dephosphorylation rate constant
of 0.5-1 min~" would indeed be 2 or 3 orders of magnitude
lower. Reliable measurements must therefore await complete
purification of the Drs2p-Cdc50p complex.

N- or C-terminal Location of Drs2p Tag?—A C-terminally
TAP-tagged Drs2p was recently found to be functional in com-
plementation experiments in vivo but not functional in vitro
after affinity purification (15). In contrast, in the present work,
C-terminally tagged Drs2p co-expressed with Cdc50p
remained phosphorylatable from [y->’P]ATP over long periods
of time in the presence of moderate but solubilizing DDM con-
centrations, suggesting that Drs2p experiences only a small
amount of time-dependent irreversible inactivation under
these conditions. As time-dependent inactivation in our exper-
iments was much more of concern in the presence of C,,E; (Fig.
7B), it is conceivable that C,,E,, which was used in Ref. 15, led
to lability of the C-terminally tagged Drs2p-TAP construct dur-
ing its purification, whereas this lability was somehow not
shared by N-terminally tagged TAP-Drs2p.

Beyond these speculations, we measured phosphorylation
and dephosphorylation of the Drs2p:Cdc50p complex
expressed in P3 membranes after removal of the Bad and His,,
tags by proteolytic treatment. The fact that we did not detect
any significant difference between treated and untreated mem-
branes (Fig. 9D) indicates that the C-terminally located Bad tag
does not perturb the catalytic cycle of Drs2p.

Fluoride Compounds and Perspectives for Purification of
Drs2p-Cdc50p Complex—For future purification and structural
characterization of the Drs2p:Cdc50p complex, the instability
of Drs2p at a high detergent-to-protein ratio should probably
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be kept in mind. In the context of such time-dependent deter-
gent-induced denaturation, our finding that fluoride com-
pounds react with Drs2p (Fig. 5) might offer an interesting per-
spective similar to the one that turned out to be very useful for
SERCAla crystallization. Indeed, preliminary reaction of
SERCA1a with these fluoride compounds was found to afford a
strong protection of SERCAla against irreversible denatur-
ation during the subsequent lengthy process of purification and
crystallization in the presence of detergent (58). Crystallization
of aluminum or beryllium fluoride forms of Drs2p might there-
fore be the aim of studies in the near future.
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Résumé
Co-expression et caractérisation fonctionnelle d’un transporteur de lipides (une « flippase »)
de la levure S. cerevisiae : ’ATPase P4 Drs2p, en complexe avec sa sous-unité associée Cdc50p.
Les membranes plasmiques et les membranes du trans-Golgi des cellules eucaryotes
présentent une asymétrie des lipides qui les composent, avec les aminophospholipides (APLs :
phosphatidylsérine et phosphatidyléthanolamine) enrichis dans le feuillet cytosolique. La dissipation
de cette asymétrie est impliquée dans de nombreux processus (patho)physiologiques. Plusieurs
études suggérent que les ATPases P4 sont les candidats les plus probables pour le transport des APLs
et le maintien de leur distribution asymétrique; leur délétion dans la levure inhibe le trafic
membranaire. En outre, des études ont montré que les ATPases P4 interagissaient avec les protéines
de la famille CDC50 ; cette interaction est essentielle pour I'adressage et peut-étre aussi la fonction
des ATPases P4. Afin de contribuer a la compréhension du mécanisme de transport des lipides par les
ATPases P4, I'objectif de ce travail a été de mettre au point la co-expression fonctionnelle, dans la
levure, de I’ATPase P4 Drs2p et de sa protéine partenaire Cdc50p. Nous avons obtenu une fraction
membranaire enrichie a 3% avec la protéine Drs2p, majoritairement en complexe avec Cdc50p.
L'étude fonctionnelle du complexe nous a permis de mettre en évidence un réle crucial du
phosphatidylinositol-4-phosphate (P1(4)P), un important régulateur du trafic membranaire, au cours
d’une étape particuliere du cycle catalytique. Nous avons également développé un protocole de
purification sur résine streptavidine du complexe Drs2p/Cdc50p. Enfin, comme un site potentiel
d’interaction avec le PI(4)P est présent sur I'extrémité C-terminale de Drs2p, nous avons engendré
différentes constructions de Drs2p, dans lesquelles une partie de I'extrémité C-terminale a été
délétée ; dans une autre construction, I’extrémité N-terminale a également été délétée. Notre travail
ouvre la voie a la caractérisation fonctionnelle et structurale détaillée du complexe Drs2p/Cdc50p, et
a I’étude du réle du transport de lipides dans le trafic membranaire.
Mots clés: membranes; ATPases P4; protéines CDC50; transport de lipides; PS; PI4P;
phosphorylation ; activité ATPasique ; purification.

Summary
Co-expression and functional characterization of a yeast lipid transporter,
the P4-ATPase Drs2p in complex with its associated subunit, Cdc50p.

Trans-Golgi membranes and plasma membranes of eukaryotic cells are asymmetric, with their
cytosolic  leaflet  enriched in  aminophospholipids  (APLs:  phosphatidylserine  and
phosphatidylethanolamine). Dissipation of this asymmetry is involved in many (patho)physiological
processes. P4 ATPases are prime candidates for APL transport and for maintaining asymmetry across
membranes. In addition, yeast deleted for P4 ATPases display membrane trafficking defects. Besides,
CDC50 proteins have been shown to interact physically with P4 type ATPases, and this interaction is
important for addressing the complex to the right destination, and possibly also for its function. To
gain insight into the molecular mechanism of lipid transport by P4 ATPases, the goal of my thesis was
to develop the co-expression, in yeast, of a functional P4 ATPase, Drs2p, together with its partner,
Cdc50p. The strategy we developed allowed us to obtain a membrane fraction enriched in Drs2p
(~3%), mainly in complex with Cdc50p. Functional characterization of the complex identified
phosphatidylinositol-4-phosphate (PI4P), a major regulator of membrane trafficking, as a crucial
component for rapid completion of the Drs2p/Cdc50p catalytic cycle. We also purified the complex in
one step on streptavidin beads. Finally, we started investigating the potential auto-inhibitory roles of
the C-terminus (as the C-terminus of Drs2p contains a PI4P binding site) and the N-terminus of Drs2p,
by expressing various truncated versions of Drs2p. Our work sets the stage for detailed functional
and structural characterization of the Drs2p/Cdc50p complex and its role in membrane traffic.
Keywords: membranes; P4 ATPases; CDC50 proteins; lipid transport; PS; Pl4P; phosphorylation;
ATPase activity; purification.



