N

N

Etude fonctionnelle et structurale d’un transporteur
d’ATP/ADP chloroplastique

Lauréne Marchand

» To cite this version:

Laurene Marchand. Etude fonctionnelle et structurale d’un transporteur d’ATP/ADP chloroplastique.
Biologie structurale [q-bio.BM]. Université de Grenoble, 2014. Frangais. NNT: 2014GRENV020 .
tel-01343861

HAL Id: tel-01343861
https://theses.hal.science/tel-01343861
Submitted on 10 Jul 2016

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01343861
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE DE GRENOBLE

THESE

Pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE L’'UNIVERSITE DE GRENOBLE

Spécialité : Biologie Structurale et Nanobiologie

Arrété ministériel : 7 aolt 2006

Présentée par

Laurene MARCHAND

Thése dirigée par Eva PEBAY-PEYROULA et Stéphanie RAVAUD

préparee a I'Institut de Biologie Structurale
dans I'Ecole Doctorale Chimie et Sciences du Vivant

Etude fonctionnelle et
structurale d’un transporteur
d’ATP/ADP chloroplastique

Thése soutenue publiquement le 19 septembre 2014,
devant le jury composé de :

Bruno MIROUX Rapporteur
Directeur de Recherche, Institut de Biologie Physico-chimique, Paris

Marc Le MAIRE Rapporteur
Professeur Université Paris Sud, iBiTECs, Saclay

Jean-Michel JAULT Président du Jury
Directeur de Recherche, Institut de Biologie et Chimie des Protéines, Lyon
Daphné BERNY Examinatrice
Chargé de Recherche, iRTSV/PCV, Grenoble

Eva PEBAY-PEYROULA Directrice de thése
Professeur Université Joseph Fourier, Institut de Biologie Structurale, Grenoble
Stéphanie RAVAUD CoDirectrice de thése

Maitre de conférences, Université Joseph Fourier, Institut de Biologie
Structurale, Grenoble

Université Joseph Fourier / Université Pierre Mendés France /
Université Stendhal / Université de Savoie / Grenoble INP







Remerciements

Tout d’abord, je souhaiterais remercier les membres du jury, Marc le Maire et Bruno Miroux
pour avoir accepté d’évaluer mon travail, Jean-Michel Jault et Daphné Berny pour avoir

accepté de I’examiner.

Je tiens a remercier particuliecrement Eva Pebay-Peyroula et Stéphanie Ravaud pour m’avoir
donné I’opportunité de travailler au sein de leur équipe mais aussi de m’avoir guidé tout au

long de cette these.

Merci a Stéphanie pour ses nombreux conseils et discussions scientifiques, qui ont pu me
permettre d’avancer dans le projet. Merci d’avoir pris le temps de répondre a toutes mes

interrogations sur ce monde compliqué des protéines membranaires.

Je remercie Delphine et Céline pour leur disponibilité et pour leur aide dans les expériences.
Merci a Delphine pour m’avoir accompagné et aidé pendant les nombreuses heures passées en
salle de radioactivité. Surtout merci a toutes les deux d’avoir pris le temps de m’écouter et de

m’aider tout au long de cette these.

Je tiens a remercier les membres de 1’équipe Membrane pour les journées animées au labo :

Hubert, Yann, Ola, Sonja, Hugues, sans oublier les anciens thésards Pankaj et Véra.
Thanks to Hubert for the discussions, help and good ideas on the project.

Merci 4 Yann pour sa bonne humeur et ses jeux de mots mais aussi pour les discussions

scientifiques intéressantes.

Merci a Hugues pour les nombreuses discussions et pour m’avoir aidé dans I’analyse des

résultats ambigus.

Merci a Sonja et Ola pour leur bonne humeur et les discussions animées pendant les repas et

les pauses.

Merci aux autres thésards pour les discussions intéressantes et animées pendant les pauses

repas.



Merci @ Anne-Emmanuelle sans qui les expériences de FRET et de fluorescence n’auraient
pas eu lieu. Merci @ Michel, pour les discussions montagne et parapente mais aussi pour ses

bonnes idées pour la réalisation de certaines expériences.

Un grand merci a Etienne qui a su me supporter tout au long de ces années et qui a été 1a aux
moments difficiles. Et merci a mes parents pour €tre toujours la quand j’ai besoin d’eux, de

m’avoir toujours supporté pendant toutes ces années.



Table des matiéres

CHAPITRE 1 : INTRODUCTION .....ccottuuirimnnirinnirinnininninienininninieeinesssnesseseess 3

I. TRANSPORT A TRAVERS LES MEMBRANES ....ceetteuteruteenteerieeeteesseessteesteesseesnseenseesmeeenseessessnseenseessesenseennes 5
[l TRANSPORT DE NUCLEOTIDES ...uveerueerureereerueesteenteesieesseesteesuseenseesmeeenseesseesmesenseessessmseenseessessnseenseesnnes 8
Y o o o T 1= 1Y (O SRS 9
B. Le transporteur ADP/ATP MitOCRONGIIQ] ..........c..ccoueecueeeiieirieiieeiieeseeseeeiieeseeeiveesveeseesvsesens 9
C. Les autres transporteurs de 1a famille MICF .............ooeeeeeoveeeeeeiiiieeeecieeeeecveeeessteeesssiveaa e 12
L. FAMILLE DES NT TS teittiiteetee sttt et et st et e sh e et ebe e s ate e b e s aeesabe e bt e s ateeabeesaeesabeeabeesabesbeesaeesateens 13
W o) [0 o) 1) VA (o] Lo e I o TV =2 SRR 14
B.  Caractéristiques DIOCRIMIQUES ..........ccc..eueeeeeeieeeeeeeeeeectteea e e e e e et ettt e e e e e e e e ssssasssraaaaaaeeaaas 17
Co' NTTS DOCEEIIONS.......eeeeeee ettt ettt ettt ettt e ettt e et e e saseaenaneeenaneeaas 21
D. NTTs provenant d’QULIeS OFGANISMES ..........cc.ueeeeeecveeeeesiieeeeeesiseeeeesisesaessissesaessissssesssssesaeas 25
V. COMPARAISON AAC/NT T ceiiiitiieeeeeeet ettt et et eeeeeee e et reeeesssaesssaereteteeeesssasassrarareresessssasassresasesesssses 27
V. ETUDES STRUCTURALES DES PROTEINES MEMBRANAIRES ....cccuvieuteenteerrersteenieesateesseesseenseesueesseesueesaneens 28
YV - (o142 (o) IO USRS 29
L No o1 [ g Tole 11 (o) s USSP 31
Co LA CTISEAIISOEION ...ttt ettt 34
VI, OBJECTIFS DE LA THESE .veeuteeuveesteesueeeueesueesseenseesseeenseessessnsesnsessssssssessssesssesnsessnsesnsesssessnsesssesssessnne 35

CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES. .......cc.cottuiirimniirinniiienninienniniennineennenees 39

I, PRODUCTION ATNTT oottt sttt ettt st et in e s sb e e snae e sne e e sareeesanis 39
A, INSEItION AANS UN VECEOUL ...ttt ettt ettt ettt ettt ste e st s e sateessaseessbaeens 39
B SUI@XPIESSION .....eeeeeeeeeee e ettt ettt s s s e s s s s e e e e e e e e e e e eaaaaaaaaas 42
C.  Préparation des MeMBDIGNES...........cccecuueieeeciiiieeeeieeeeeeteeeesttteaeessttaaesssstesesssstesessssssesenas 43
[I. TESTS DE CARACTERISATION ..eeuuvieiureeesureeesureesseeesaseresaseeesaseeesasesaanseesseeesasseessesessesesaseesanseessnseesnes 45
A, TREIMQAI SRIft ASSAY (TSA) .ottt e ettt e e et e ettt a e e s et eaeessaseseessssseaeeas 45
B. Spectrométrie infrarouge avec transformation de Fourier (FTIR).........c.cccovueeeecvvvereeicvennnn. 45
C. Etude par ultracentrifugation anAIYtIQUE .................eeeeeceveeieeiiiieeeeeiieeeeeccieeeesccreeeeesirenaea 46
D.  DiChroiSme CirCUIQIIE ..........coovueeeeiieeiieee ettt 46
E. Analyse par SPECtrOMELri€ de MUOSSE .........ccccuveeeeeeceeeeeeieieeeeeeetteeeeessaeeaesstresaeesissesaeasssesaeas 46
Fo' TESE A ACLIVILE. ...ttt ettt ettt ettt nne e 47

[II. ESSAIS DE CRISTALLISATION teetttiiiuiiitrtttteeeeseeaeaiiierteeteeeeeesaaansresbeeeeeeeeesaannnreraeeeeeeseesanannnrenaaeeeeaesens 50



CHAPITRE 3 : RESULTATS ...teuiiieiiitiiiiteiiiieiiiieiiieeisieesieeisiseisissesssssnees 53

I.  EXPRESSION ET PURIFICATION DES TRANSPORTEURS NTT D'A. THALIANA ..cccuverueieitieniearieenieesieeereesieesaeens 53
A.  Amélioration du protocole pour I'isoforme AtNTTL..........ccoecveeeeeecveeeeeeiieeeeeeciieeeeescieeaeeans 53
B. Nouveaux développements pour I'iSOforme AtNTT2 .....ccccueeeeeeecureeeeeecirieeeeeciieaeeesiieaeeessens 60
[II.  FONCTION DE LA PROTEINE EN MEMBRANE ...cctttrutteteenrtenmtteteesseesueeeseesseesmseenseesmsesaseesseesanesaneesseesas 67
A. Détermination des différentes constantes CiNEtiQUES.............cccueeeeeevuveeeeecieeeeeiiiersessisenan 67
B.  Transport des NUCIEOTIES. .........ccc..uuueeeeceeeeeeeceee et e sttt e e e st a e e et a e e st e e e e sestaaeeserseeas 69
O = (=t ae [V o PRSP UP 72
D.  RECREICRE Q/INRIBDIEEUE .........eeeeeeeieeeeeeeee et e et e e ettt e e e et e e e et a e s ssvtneaeessssnaaesaas 74
V. LIAISON DES NUCLEOTIDES ..vteutterureereesueesreeseesuseeseesssesssesssessnsesssesssssssessseesssesnsessssesseessesssesnsaens 75
A.  Fluorescence des tryPtOPRANES. .......cc....eeeeeeeeeieee e eeeeecetteeee e e e ettt e e e e e e e e ettt sassraraaaaeeeeas 75
B FRET ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e eaeaeas 78
V. OLIGOMERISATION ..uutiiuteestteruteesteesuteeteesteesueeaseesueesaseasstesueeaaseeaseeeabeeaseeaaeeebeeaaeesuteeabeesasesabeenseesane 81
A.  Chromatographie d’exclusion €t MALLS ...............ueeeeeeceeeeeeceeeeeeceeeeeeeiteeeeseaeaeeessseaaeeaans 82
B.  Analyse par ultracentrifugation QNAIYtiQUE.................oeeeeeeeeeeeeciieeeeeceeeeeeccieee e cvea e e 84
VI, STABILITE DE LA PROTEINE ..ceeuteestteeuteeteesueeateanseesueeeseesueeemseeseesmseeaseesseesaseenseesasesaseenseessesaseesneesnne 87
WYY de 1o L1 =31 o =T g g e 1 -2 USRS 87
B. Susceptibilité de la protéine A 10 Proteolyse ............ccmimmeivueeeeeeiiiieeeiiiiseeeciieeeeeeiieeaeeeeiaeeas 90
V. INCOrporation €N NANOGISGUES...............ueeeeeecieeeeeeeieeeeeeceee e eeeieeaeesttea e e e setea e e esteeaeesssenaeeesssees 91
VI, ESSAIS DE CRISTALLISATION ..uuvtetterurreteesueeaseenseesueeeseesseeenseenseessseeseesseesmseenseesnsesnneesseessesaseesseesane 94

CHAPITRE 4 : DISCUSSION.......ccotuuiirimnirinniiiinniiieniiienniineeinnensiniensiseessescsssenees 97

I. PRODUCTION DES NTT CHLOROPLASTIQUES .. .veeuteeueeeutrenseenmereseesseesmeeeseesmeesmseenseesmsesnseesseesmnesaneesseesas 97
A. Premiére étape de la purification : 10 SUreXpreSSioN..............eccvuueeeeeevveeeesiiriiseesiisiresssisenenn 97
B. L’impact des détergents : cas de 1a FOSCROIINE .............cccveeeeeecviireeiiiiieeeiiiieeeeciiieaeesiieeaen 97
C. Le choix du dtergent : LE LAPAQD ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeceeeeeetee e estttaa e s staeaasssaeaesasssseaaens 99
D. Les autres possibilités d’amélioration : 1es lipides ............cccuueeeeeeeeeecciiiiiiieeeeeeeeecccvveeenn, 100
II.  CARACTERISATIONS BIOPHYSIQUES DE L'ISOFORME ATNTT2 ...coiiiiiiiiiiiiieniie ettt 100
A, ELQE OlIGOMEBIIQUE .ottt ettt e e e e e e e e e ettt aaaaaeeessssssssaaaaaaaaens 100
B.  D’QULIES LECANIGUES ..ottt e ettt e e ettt e e e ettt e e e et aaeestseaaeeesseaaeesasses 102
Co LA SEADIMILO. ...ttt ettt ettt ettt et nae e e 103
[Il.  LE TRANSPORT DE NUCLEOTIDES PAR LES NTTS CHLOROPLASTIQUES .....veerueeeureereenneeereenneesressneesaeenane 104
A, IMPort d’ATP rAQiOMAIQUE ...........c....ueeeeeeeeeeeeeceee et e e ettt e e ettt e e e e staeaaeestsaaeesssssaaanaas 104
B.  Fluorescence des tryptOPRANES..........ccccccueeeeeeeiriieeeeiiieeeeeeieeeeeescteaaeesisteaeeessseaaesssanaeeenanes 105



[ 1 = TP 107

IV.  ESSAIS DE CRISTALLISATION ...eeuvtesereereesseesureesseessesssssessessssessesssesssssssesssessssesssessssssnsesssessssesnsesssnes 108

A, LeS réSUItALS PrelIMINGIIES ..........ooeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeee et e e et tae e e e e ttae e e e st aaessssssaaanans 108

B U 1= o 11 | g =11 o Lo Yo [ 109
CONCLUSION/PERSPECTIVES .....cceveeuueeeeerrerrennnnsseseeeeensennsssssseesssssnnssssssssenes 112
ANNEXES ..o iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiesiesiesiesiestessessessesssssssassassassassassassassassassans 115
BIBLIOGRAPHIE ......cuieiiiiiiiiiiieiiiieiieiieiieiieniesiesiesiessessesssssasssssassassassassassanse 125
RESUME .....ciiiiiiiiiiiiieiiiiiieceitecetetetecstesestessetessstasserassssassssassssassssassssassnns 132
ABSTRACT ...ttt et tastestessessssessssssssessessassessassassassassassassans 132



INTRODUCTION




Chapitre 1 : Introduction

I. Transport a travers les membranes

Les membranes cellulaires sont composées de lipides, de protéines et de glucides dont la

proportion varie d’une cellule a une autre, d’un organite a I’autre.

Les lipides sont les principaux constituants des membranes. Ce sont des molécules
amphiphiles qui s’associent en bicouche dans I’eau afin de masquer les chaines hydrophobes.
Ils donnent aux membranes biologiques leurs caractéristiques; celles-ci sont ainsi
asymétriques et fluides, ce qui permet le mouvement des différents constituants au sein de

cette bicouche.

Les protéines membranaires sont associées aux membranes de fagon périphérique ou
transmembranaire. Certaines sont ancrées aux membranes par différents types de liaisons
(covalentes, hydrostatiques ...) entre les lipides et les protéines. Ces protéines ont de
nombreux rdles : récepteurs, transporteurs, adhérence cellulaire, catalyse enzymatique... Les

protéines interagissent avec les lipides par des liaisons non covalentes.

La majorité des glucides se retrouve sous forme de glycoprotéines ou de glycolipides, ils ne
sont jamais sous forme libre. A la surface des membranes, ils servent souvent de motifs de

reconnaissance.

Les membranes permettent de compartimenter les différentes réactions qui ont lieu dans les
cellules. Elles permettent ainsi d’établir des conditions favorables pour certaines réactions
notamment en variant les facteurs physico-chimiques (pH, concentration en ions...). De plus,
ces membranes ont une perméabilit¢ sélective : elles ne sont perméables qu’aux petites
molécules hydrophobes, les autres doivent avoir recours a des protéines transmembranaires

qui régulent les échanges.

En effet, la diffusion simple permet a de petites molécules telles que O, et CO, de traverser
librement les membranes. D’autres molécules sont aussi capables de diffuser, comme 1’urée,

le glycérol, I’éthanol, les hormones stéroides, les acides gras... Cette diffusion se fait alors



grace au gradient de concentration. Lorsque que I’équilibre est atteint de part et d’autre de la

membrane, la diffusion apparente est arrétée.

Le transport des plus grosses molécules a travers la membrane fait appel a deux types de

processus possibles : le transport passif et le transport actif.
Les principales différences entre le transport passif et le transport actif concernent :

- Tutilisation d’énergie nécessaire au transport

- le gradient de concentration.

Le transport passif ne requiert pas d’énergie de la part de la cellule. En effet, le gradient de
concentration de part et d’autre de la membrane est suffisant pour permettre ce transport. Il
existe alors deux moyens d’obtenir un équilibre de concentration : la diffusion simple ou la

diffusion facilitée. Toutefois, seule la diffusion facilitée est applicable aux grosses molécules.

La diffusion facilitée est effectuée grace a des protéines transmembranaires qui permettent de
transporter des molécules polaires et des ions dans le sens du gradient de concentration. Ces
protéines transmembranaires, canaux ou transporteurs ont une fonction primordiale dans le
fonctionnement cellulaire. En effet, elles permettent 1’approvisionnement en métabolites,
I’élimination en déchets métaboliques et le maintien de concentrations ioniques précises. Ces
protéines ont la particularité d’étre trés spécifiques. Cependant quelques différences existent
entre les canaux et les transporteurs. En effet, les canaux sont non saturables et sont aussi
régulables car ils ont la capacité de se refermer. Par exemple, certains canaux ioniques
répondent a un stimulus chimique. Le récepteur 5-HT3 activé par la sérotonine permet
’entrée de Ca®" et Na™ dans le neurone post synaptique induisant une dépolarisation et

déclenche alors un potentiel d’action (Davies et al., 1999) ; (Dubin et al., 1999).

Les transporteurs quant a eux, doivent souvent adopter des changements structuraux
importants pour déplacer la molécule de part et d’autre de la membrane. Contrairement aux
canaux, les transporteurs sont saturables. De plus, les molécules se déplacent plus vite a
travers les canaux qu’a travers les transporteurs. Il existe de nombreux transporteurs

référencés dans la classification décrite par Saier (Saier et al., 2014).

Lorsque le transport nécessite de 1’énergie alors le transport est dit actif. Celui-ci se fait contre
le gradient de concentration, c’est un transport non spontané. Le transport actif primaire

utilise 1’énergie fournie par I’hydrolyse d’un nucléotide triphosphate. Par exemple, la pompe



Na'/K" ATPase est capable de transporter trois Na' vers le milieu extracellulaire et d’importer
deux K" dans le cytosol, contre le gradient de concentration. Pour ce faire, elle va hydrolyser
+

une molécule d’ATP pour permettre le passage du Na' et relargue le Pi aprés transport du K

(Skou, 1989).

Le transport actif secondaire ou couplé utilise I’énergie fournie par une différence de potentiel
¢électrochimique, comme pour le co-transporteur de Na-glucose (SGLT Sodium-glucose co
transporteur — 1). Cette protéine participe a la réabsorption rénale du glucose. Elle transporte
le glucose contre son gradient de concentration en utilisant le gradient transmembranaire de
Na' produit par la pompe ATPase Na'/K'. SGLT est un transporteur de type « symport » car

le Na" et le glucose sont transportés dans la méme direction (Crane R., 1961).

I1 existe de nombreuses familles de transporteurs capables de transporter différents substrats.
Certaines de ces protéines sont capables de transporter les nucléotides afin de pourvoir les
différentes réactions cellulaires. En effet, ’ATP constitue 1’énergie indispensable a tout
organisme vivant. Pour étre utilisée dans chaque compartiment cellulaire, cette molécule doit
étre capable de traverser chaque barriere membranaire. Cependant, la taille et la charge de
I’ATP ne lui permettent pas de diffuser librement & travers les membranes. Il est donc
transporté via des transporteurs membranaires. Ce transport d’ATP entre les compartiments
étant essentiel a la majorité des réactions métaboliques, il existe de nombreux transporteurs de
nucléotides dans les différents organites (Figure 1.1) : mitochondries, peroxysomes, appareil
de Golgi, réticulum endoplasmique, chloroplaste...La plupart échange un nucléotide contre
un autre. Certains de ces transporteurs ont aussi la capacité a transporter d’autres substrats tels
que le glucose ou des nucléotides-oses (utilisés comme des donneurs pour les réactions de

glycosylation).
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Figure 1.1 : les différents transporteurs membranaires de nucléotides adénine dans une cellule de
plante (Haferkamp et al., 2011). Dans la membrane interne de la mitochondrie, il existe trois
transporteurs appartenant a la famille MCF : le transporteur d’ADP/ATP (1), le transporteur
d’ATP/AMP (2) et le transporteur d’ATP-Mg/Pi (3). Dans le chloroplaste, les transporteurs
d’ATP/ADP sont localisés dans les thylakoides (6) et dans la membrane interne de [’enveloppe (11). 11
existe de nombreux autres transporteurs localisés dans |’appareil de Golgi (12) et (13) et dans le
réticulum endoplasmique (7). La plupart sont capables de transporter uniquement les nucléotides

adénine sauf certains qui peuvent transporter de I’ADP-glucose (4) ou des nucléotides glycosylés

(13).

II. Transport de nucléotides

De nombreuses réactions métaboliques importantes ont besoin d’énergie libre. Pour cela, les
étres vivants tirent leur énergie de I’oxydation des nutriments mais ne sont cependant pas
capable de I'utiliser telle quelle. Celle-ci est captée par un intermédiaire, majoritairement

I’ATP, qui est capable par hydrolyse, de libérer cette énergie.

La synthése de I’ATP se déroule dans la mitochondrie par respiration ou dans les

chloroplastes par photosynthése. Son transport a travers les membranes est donc essentiel



pour la plupart des réactions enzymatiques se déroulant dans le cytoplasme. Ainsi, un grand
nombre de transporteurs d’ATP/ADP sont présents dans les différents organites tels que les

mitochondries, les chloroplastes, et autres types de plastes.

A. La famille MCF

L’un des transporteurs de nucléotides le plus connu et étudi¢ est le transporteur d’ADP/ATP
mitochondrial (AAC) appartenant a la famille MCF (mitochondrial carrier family) (cf. pour
revues (Kunji, 2004), (Klingenberg, 2008)). Les protéines de cette famille partagent certaines
caractéristiques de séquences. En effet, les transporteurs MCF sont composés d’environ 300
acides aminés et possédent une répétition de 3 fois 100 acides aminés. En comparant les
séquences et malgré une faible homologie, un consensus de deux motifs d’acides aminés,

répété trois fois, est trouvé chez tous les membres de cette famille :
P-X-(D/E)-X-X-(K/R)-X-(K/R)- 20 a 30 résidus -(D/E) -G—X-X-X-X-a (K/R)-G
avec a représentant un acide aminé aromatique.

Les études biochimiques et fonctionnelles ont permis de postuler I’existence d’un réseau de
ponts salins entre les résidus chargés de la premiére partie du motif (Nelson et al., 1998). La
structure atomique d’AAC a confirmé ’existence de ces ponts salins qui participent a la
conformation ¢, ¢’est-a-dire avec une cavité ouverte vers I’espace intermembranaire et fermée
vers la matrice mitochondriale (Pebay-Peyroula et al., 2003) (Ruprecht et al., 2014). Une
analyse réalisée par E. Kunji (Kunji and Robinson, 2010) postule I’existence d’un 3™ motif
situé dans les hélices paires, proche de 1’espace intermembranaire : (F/Y)-(D/E)-X-X-(R/K).
Ce motif n’aurait pas de fonction dans la conformation ¢ mais pourrait, de la méme maniére
que l’autre motif, créer un réseau de ponts bloquant le transporteur en conformation m

(ouverte coté matricielle) (Traba et al., 2011).

B. Le transporteur ADP/ATP mitochondrial

Localisé au niveau de la membrane interne de la mitochondrie, AAC importe I’ADP dans la

mitochondrie et exporte I’ATP apres synthése vers le cytosol. Ce transporteur s’inscrit dans la



chaine de production de I’ATP au sein de la mitochondrie. En effet, I’ATP produit grace a la
phosphorylation oxydative est échangé avec I’ADP grace a ce transporteur. De plus, il est

important de noter que AAC n’a aucun homologue chez les procaryotes.

La structure haute résolution de bAAC (bovine ADP/ATP mitochondrial carrier) a été
obtenue en 2003 (Pebay-Peyroula et al., 2003) dans une conformation ouverte du coté
cytoplasmique (état appelé état c¢) bloquée grace a un inhibiteur appel¢ CATR
(carboxyatractyloside). Combinée a des données biochimiques et des études de dynamique
moléculaire, cette structure a permis de comprendre une partic du mécanisme de transport
((Nury et al., 2006),(Dehez et al., 2008)). Pendant I’échange d’ATP et ADP, la protéine subit
des changements de conformation, passant de 1’état ¢ a un état m (Figure 1.2). Dans ’état c le
substrat (ADP) entre dans le transporteur du coté cytosolique et s’y lie. La protéine va se
réarranger pour atteindre un état de transition permettant d’avoir un maximum d’interaction
avec le substrat. La protéine subit de nouveau un changement de conformation pour relarguer
le substrat dans la matrice mitochondriale. Le passage a 1’état m est encore hypothétique tout

comme la structure de la protéine dans cette conformation.

(@)

c-gate
P-G level 1
Substrate binding site

P-G level 2
m-gate

c-gate

P-G level 1 G
Substrate binding site
P-G level 2

m-gate

c-state Transition state m-state

Figure 1.2: modele proposé pour le fonctionnement du transporteur d'ADP/ATP mitochondrial.
Adapté de (Palmieri et al., 2011). La représentation de l’état ¢ a gauche montre [’état du transporteur
apres relargage du substrat (haut) et aprés son entrée (bas). A droite, le transporteur est représenté a

[’état m. Au centre est représenté [’état transitionnel.
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L’architecture de I’AAC consiste en 6 hélices transmembranaires connectées par 3 boucles du
coté matriciel et 2 boucles du coté de 1’espace intermembranaire. Les boucles localisées dans
la matrice sont partiellement structurées et contiennent de courtes hélices amphipathiques.
Les hélices transmembranaires impaires (1, 3 et 5) ont la propriété de former un coude de 20 a
35° de par la présence des prolines dans les motifs MCF (Pebay-Peyroula et al., 2003). La
cavit¢ formée par les hélices transmembranaires est trés profonde et traverse presque
completement la membrane. Cette cavité est large et principalement hydrophile. L’entrée a un

diamétre de 20 A et se termine par un tunnel plus étroit (longueur : 20 A ; diamétre : 8 A).

Imte e mbrane space

Matrix @ Nury H, et al. 2006.
Annu. Rev. Biochem. 75:713-41

Figure 1.3 : a) Structure de AAC obtenue en 2003 (Pebay-Peyroula et al., 2003) montrant un
repliement en hélices avec les 6 domaines transmembranaires. La structure est ici présentée en

présence de CATR qui bloque AAC dans une conformation ouverte.

b) Les hélices impaires forment [’entrée de la cavité. Les ponts salins permettent ['ouverture et la

fermeture de cette cavité. Les coudes sont formés par les motifs MCF (Nury et al., 2006).

Gréce 4 toutes ces caractéristiques, I’AAC est capable de transporter "ADP ¥ et 'ATP *. Les
conditions physiologiques de la protéine lui permettent d’échanger 1 ADP pour 1 ATP.
Cependant, il a été montré que AAC peut aussi transporter un seul ATP ou ADP dans un sens
(Brustovetsky and Dubinsky, 1999). L’affinité pour ces nucléotides est trés forte avec un Ky
autour de 4-8 uM chez la protéine humaine. Cependant il a été remarqué que la protéine n’est
capable de transporter que la forme libre des nucléotides. En effet, les formes Mg-ATP et Mg-
ADP ne sont pas transportées.

La structure a révélé trois molécules de cardiolipides lic¢es a AAC. Ces lipides ont été
copurifiés avec la protéine. Il a été montré que ceux-ci jouent un role important dans la

biogenese et la stabilité des protéines de la famille MCF (Jiang et al., 2000) ; (Klingenberg,
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2009). De plus, les cardiolipides permettent d’augmenter 1’activité des AAC mitochondriales

recombinantes et de certaines autres protéines MCF (Heimpel et al., 2001).

Plusieurs isoformes ont été décrites : initialement trois pour bAAC (Powell et al., 1989) et
quatre pour hAAC (Skarka et al., 2003). La présence de ces isoformes est probablement due
aux caractéristiques particuliéres de chaque tissu ou sont exprimées ces isoformes. En effet,
hAACI est fortement exprimée dans les muscles et est induit pendant la différenciation des
myoblastes. hAAC2 est stimulée par des facteurs de croissance dans les fibroblastes et dans
les cellules neoplastiques. hAAC3 est exprimée dans les cellules cancéreuses (Li et al., 1989)

alors que hAAC4 est faiblement exprimée (Dolce et al., 2005).

Récemment, de nouvelles structures de la famille des MCF ont été résolues. En effet, I’équipe
de E. Kunji a résolu les structures de AAC2 et AAC3 de Saccharomyces cerevisiae (Ruprecht
et al., 2014). Ces protéines possédent 52% d’identité de séquence avec bAACI et plus de 90%
entre-elles. La comparaison de bAAC1 a ces deux nouvelles structures a permis d’en
connaitre un peu plus sur les caractéristiques des protéines de cette famille. En effet, cette
comparaison a mis en avant quelques différences malgré les nombreuses similitudes. Ces
structures ont été obtenues en bloquant les protéines avec le CATR. Celles-ci sont alors
capables de former les mémes intéractions que celles décrites pour bAACI. Les différences
résident principalement dans la position des hélices du cdté cytoplasmique. Quelques
différences de structures sont a noter telles que I’hélice 1 (H1) de AAC3 qui s’étend

quasiment jusqu’au N-terminus et le C-terminus de AAC2 qui se replie dans la cavité.

C. Les autres transporteurs de la famille MCF

D’autres transporteurs ADP/ATP de la famille MCF ont également été décrits au niveau du
réticulum endoplasmique et de 1’appareil de Golgi (Figure 1.1). Le transporteur ER-ANTI1
récemment identifi¢ dans les plantes posséde une forte homologie de séquence avec les AAC

mitochondriaux (Haferkamp et al., 2011).

On retrouve aussi un transporteur de la famille MCF dans la membrane des thylakoides,
TAAC (Figure 1.4). Initialement décrit comme important ’ATP dans les thylakoides
permettant ainsi le fonctionnement du photosysteme II (Thuswaldner et al., 2007), son rdle et

sa localisation sont aujourd’hui contreversés. Il pourrait étre localis¢ dans I’enveloppe des
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chloroplastes et transporter du PAPS en échange avec du PAP et ATP (Gigolashvili et al.,
2012)

III. Famille des NTTs

Chez les plantes, en absence de synthése d’ATP via la photosynthése, c’est-a-dire a
I’obscurité ou dans les plastes non chlorophylliens (Linka and Weber, 2010), I’import d’ATP
dans le stroma est nécéssaire afin de permettre les différentes réactions métaboliques, en
particulier la biosynthése d’acides gras ou d’amidon. Cet import d’ATP est assuré par la

présence de transporteurs d’ATP/ADP (Figure 1.4).

Dans le chloroplaste, ces protéines appartiennent a la famille NTT (nucleotide transporter) et
transportent I’ATP du cytosol vers le stroma, a I’intérieur du chloroplaste, en I’échangeant
avec de ’ADP et du Pi (cf pour revue (Spetea and Lundin, 2012)). Il n’existe a ce jour aucune
donnée structurale sur cette famille de protéine. D’apres la classification faite par Saier (Saier
et al., 2014), les NTTs font parties de la superfamille MSF (Major Facilitator Superfamily), et
plus précisément de la famille des AAA (2.A. ATP/ADP Antiporter).

Glycolysis (cytosol)

ATP  ADP +Pi
ADP
R ADP-gl DP
icose Al
AMP -glu
AATP
Lipids R
@/ T
> Night ADP-glucm ADP
? ADP reactions ~~._ _
ATP & & TEEeeal
AMP SIS Smrch
/ NADP+ synthesis
Purine NADPH
nucleotide
synthesis cave —» Glucose

ADP cycle

Figure 1.4: Dans le chloroplaste, de nombreux transporteurs sont impliqués dans le transport de
nucléotides adénines. Le transporteur d’ATP/ADP (AATP) situé dans la membrane interne de
I’enveloppe du chloroplaste est autrement nommé NTT (Traba et al., 2011). L’ATP importé par la
protéine est nécessaire pour la syntheése des lipides mais aussi de [’amidon lorsque la quantité de

lumiere est insuffisante, et pour les plastes non chlorophylliens.
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A. Role physiologique

Chez Arabidopsis thaliana, deux transporteurs ATP/ADP de la famille NTT ont été décrits,
NTT1 (4NTT1) et NTT2 (ANTT2) (Mohlmann et al., 1998). Ils sont localisés dans la
membrane interne de 1’enveloppe du chloroplaste et constituent moins de 5% des protéines
membranaires. Il s’est avéré que ces protéines ont une fonction majeure dans le métabolisme
des cellules mésophiles. Celles-ci se situent au milieu des feuilles et posseédent une grande

quantité de chloroplastes.

AMNNTTI1 a aussi ¢té¢ identifiée dans d’autres types de plantes tels que les tubercules de
pommes de terre Solanum tubersosum (Tjaden et al., 1998), le germe de colza Brassica napus
(Schwender et al., 2004) et une algue rouge Galderia sulfuralia (Mohlmann et al., 1998). Les
plastes hétérotrophiques utilisent la glycolyse endogene pour produire de I’ATP stromal qui
contribue a alimenter les réactions anaboliques pour compenser partiellement I’absence de

transport d’ATP plastidique (Reiser et al., 2004).

Quand A/NTTI1 et AINTT2 ne sont pas fonctionnelles, elles ne supplémentent pas le stroma en
ATP. Cela affecte I’assemblage de la Magnésium - chélatase et réduit son activité.
L’expression des genes des 3 sous unités de la Magnésium - chélatase n’est pas modifiée mais
les modifications post-traductionnelles sont impactées : la conversion de la forme inactive de
I’enzyme en forme active holoenzyme nécessite de I’ATP. Lorsque la fonctionnalité de cette
enzyme impliquée dans la biosynthése des chlorophylles est réduite, on observe une
accumulation de la protoporphyrine IX dans I’enveloppe des chloroplastes induisant une forte
production d’espece réactive de I’oxygene et de photooxydation. Méme si la biosynthése des
chlorophylles se déroule principalement a la lumicre (enzyme lumiere dépendante), le
complexe Magnésium - chélatase doit se former avant la fin de la nuit. De plus, il a ét¢ montré
que I’hydrolyse d’ATP était nécessaire au maintien de la sous-unit¢ D de cette enzyme clé

(Lake et al., 2004).

La protoporphyrine IX est un précurseur de tous les chlorophylles, les cytochromes, les
hémes. Une fois activée par la lumiére, elle entraine la peroxydation des membranes
conduisant a la nécrose des cellules ainsi qu’a une dégradation pigmentaire. Ces symptomes

induisent alors chez les plantes un phénotype nain (Reinhold et al., 2007). De plus, les
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doubles mutants (A/INTT1 et AfNTT?2 silencieuses) ont une augmentation de 1’expression des

genes permettant de se défendre contre les especes réactives de I’oxygene.

I1 est important de noter que le phénotype nain n’apparait pas si le double mutant pousse dans
des conditions de forte lumicre (1000 uE) et temps d’illumination court (10 h) ou a faible
luminosit¢ (100 wE) et un temps d’illumination long (16 h). Dans ces conditions de
luminosité, I’amidon dégradé chez les doubles mutants permettrait la régénération de I’ATP
stromal par la phosphorylation du substrat. Il a ét¢ montré que I’activité de phosphoglycérate
kinase, responsable de la conversion réversible de I’ATP en ADP, est beaucoup plus
importante chez les doubles mutants que chez le type naturel. De plus les pyruvate-kinases
localisées dans le stroma s’accumulent de fagon trés importante. Ces conditions permettent de
mobiliser toutes les réserves d’amidon disponibles durant la phase nuit qui seront ensuite

utilisées par I’activité glycolytique stimulée du stroma.

L’absence de AINTT1 et AfNTT2 entraine donc chez les cellules mésophiles une transmission
erronée d’information sur la quantité d’ATP nocturne. Celle-ci étant insuffisante, les cellules
déclenchent donc tout un processus moléculaire permettant de régénérer I’ATP provenant de

la glycolyse au sein des chloroplastes (Reinhold et al., 2007).
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Null mutant W

Figure 1.5: Phénotypes des mutants affectés dans [’expression de AtNTT1 et AtNTT2 (Reinhold et al.,
2007).

A gauche (Null mutant) : AtNTTI et AtINTT2 ne s expriment pas. En [’absence de ces protéines et en
condition de culture sous faible intensité lumineuse, le phénotype obtenu est une plante naine
possédant des feuilles nécrosées.

A droite (WT) : AtNTTI et AINTT2 sont exprimées normalement.

Les ARNm de ANTTI et AINTT2 s’accumulent dans les feuilles ou la photosynthése a lieu
ainsi que dans les tiges. Cependant, les 2 isoformes ne sont pas exprimées de la méme
maniere. En effet, A/INTT1 est exprimée dans les tiges et racines alors que A/NTT2 est
exprimée principalement dans les racines et les jeunes cotylédons. De plus, A/NTT1 est a
peine exprimée durant la croissance de la plante alors que A{NTT2 est trés importante. En
effet, il a été montré qu’en absence de A/NTT2, la croissance des racines primaires est
fortement diminuée et 1’accumulation de chlorophylle est retardée. Cela conduit a une
croissance réduite. La diminution de croissance des racines est probablement due a une
inhibition de la synthése des acides gras. L’absence de A/NTT1 dans les racines ne provoque

pas de modification de la croissance (Reiser et al., 2004).
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B. Caractéristiques biochimiques

La forme complete, contenant la séquence d’adressage, d’AfNTT1 est composée de 624
acides aminés pour une masse moléculaire de 68 kDa. D’aprées les prédictions de structures
secondaires, ces protéines présentent 11 a 12 hélices transmembranaires. Les derniéres
prédictions sont plutot en faveur de 12 hélices transmembranaires pour AINTT1 (Figure 1.6).
Une extension d’une centaine acides aminés en N-terminal permet a la protéine de s’insérer
dans la membrane du chloroplaste. Cette séquence signal est clivée de la protéine mature

pendant son intégration dans la membrane.

D’apres les travaux menés par A. Deniaud (Deniaud et al, 2011), la séquence utilisée dans les
différentes expériences présentées par la suite a subi des troncations pour enlever la séquence
d’adressage chloroplastique. La séquence utilisée est décrite en Annexe 1, elle est constituée

de 544 acides aminés pour une masse moléculaire de 58kDa.

ANNTT2 possede 82,7% d’identit¢ de séquence avec AMNTT1 (cf annexe 2).
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Figure 1.6: prédiction de topologie de AINTT1 (prédiction réalisée avec HMMTOP et représentée schématiquement avec TMRPres2)
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Ce transporteur échange en mode antiport 1’ATP contre I’ADP et le Pi, la réaction est donc
¢lectriquement neutre (Trentmann et al., 2008). Le Pi est co-transporté avec I’ADP de fagon
équimolaire (Figure 1.7). Une concentration ¢levée de Pi peut inhiber le transport, celui-ci
pourrait avoir un effet régulateur dans le chloroplaste. De plus, le transporteur doit
probablement posséder deux sites de liaison : un pour ’ADP et le Pi, ’autre pour ’ATP

(Trentmann et al., 2000).

Les données publi¢es concernent uniquement AfNTT1. En effet, trées peu d’informations sont

connues pour AINTT2.

ADP + Pi

ATP
A

Espace intermembranaire

stroma
ADP +Pi ATP

Figure 1.7: Modele d’échange d’ATP, ADP et Pi proposé pour AtNTT1

AINTTI et AINTT2 d’Arabidopsis thaliana possedent une tres forte affinit¢ pour ATP et
I’ADP (Tableau 1.1). L’affinité des deux isoformes pour ces deux nucléotides est équivalente,
autour de 20uM. Le transporteur MCF d’ADP/ATP localisée dans les membranes thylakoides
(TAAC) posseéde une affinité pour ’ATP et ’ADP du méme ordre de grandeur que celle
d’ANNTT1 (45 uM). En revanche, TAAC possede un Vy,,x beaucoup plus faible que celui
d’AMNTTI1, environ 0,71 nmol ATP /mg de protéine/h. NTT est plus efficace que TAAC car

elle transporte plus de substrat par unité de temps.

19



ATP ADP

Protéine Organisme
Km Vmax Km Vmax

NTTI Solonum tubersosum 25 | 100 20 200
NTTI Arabidopsis thaliana 17 |29 12 80
NTT2 Arabidopsis thaliana 22 |7 20 24
NTT1 Galdiera sulphuraria 65 | n.d. 18 n.d.
AAC Arabidospis thaliana 45 10,71 45 0,53

Tableau 1.1 : Données cinétiques pour les transporteurs d’ATP/ADP de plantes. Les affinités Km sont
données en uM et les Vmax en nmol/mg de protéine/h — (Schmitz-Esser et al., 2004)

Certains résidus chargés localisés dans les hélices transmembranaires (K155, E245, E385,
K527) semblent jouer un role essentiel dans I’interaction avec le substrat et dans le transport
de I’ATP. En effet, Trentmann et collaborateurs (Trentmann et al., 2000) ont montré par des

expériences de mutagenese dirigée que :

* Aucun des quatres acides aminés mutés ne semble important pour insérer le
transporteur dans la membrane ou pour exprimer la protéine

* (Ces quatres résidus sont conservés dans différents homologues

* L’encombrement stérique de K155 et sa charge sont trés importants pour le transport.
Comme le transport pour I’ADP est inexistant lorsque cet acide aminé est modifié, il
est possible que K155 fasse partie du site de liaison de I’ADP.

* La charge négative de E245 et E385 est primordiale pour I’efficacité du transport

* Une charge positive a la position 527 est nécessaire pour la reconnaissance de I’ATP
et de ’ADP comme substrat mais une charge positive n’est pas suffisante pour
reconnaitre les deux substrats car 1’arginine ne peut pas substituer la lysine. On peut
supposer que lorsque le domaine contenant K527 interagit avec le substrat pendant
I’influx et I’efflux, il rend accessible alternativement un c6té puis 1’autre. De plus,
lorsque la lysine en position 527 est modifice, la liaison de I’ATP n’est plus assurée.
Elle fait donc partie du site de liaison de I’ATP.

* L’impact des différentes mutations semble indiquer que la protéine fonctionne comme

le modele proposé pour AAC : une cavité permettant la liaison d’un nucléotide.
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La modification des deux acides aminés K155 et K527 affectant aussi I’affinité de A/INTT1
pour d’autres nucléotides, 1’effet allostérique influence donc les deux sites de liaison. Le
changement de conformation pour passer d’un état de transport a un autre nécessite la

présence de résidus chargés tel que E245 (Deniaud et al., 2012).

C. NTTs bactériens
1.  Role physiologique

Les bactéries intracellulaires sont souvent incapables de synthétiser certains nucléotides et ont
une faible capacité a régénérer I’ATP. C’est pourquoi elles ont besoin de transporter différents
nucléotides et NAD ou de faciliter I’échange d’ATP et ADP en provenance de la cellule hote
afin de pouvoir satisfaire leur besoin d’énergie. Il s’agit de parasitisme d’énergie. Les
Rickettsia et les Chlamydia sont capables d’adapter leur systtme de survie. En effet, lorsque
la charge ¢énergétique de la cellule hote diminue, de moins en moins de transporteurs
d’ATP/ADP sont synthétisés par Rickettsia (Winkler and Neuhaus, 1999). Les Chlamydiales
et les Rickettsiales ne sont pas les seules a pouvoir utiliser I’ATP d’un organisme hdte,
d’autres especes de pathogenes de mammiféres tels que Lawsonia intracellularis (Schmitz-
Esser et al., 2008) et Encephalitozoon cuniculi (Tsaousis et al., 2008) en sont également

capables.

Les protéines transportant les nucléotides ont des origines trés anciennes. Elles seraient
d’abord apparues chez Chlamydiae puis par transfert latéral chez les ancétres des Rickettsia

pour ensuite étre transférées chez les plantes.
2. Caractéristiques biochimiques

NTTI1 de Rickettsia prowazekii (RpNTT1) posséde 66% de similarité (42% d’identité) avec
AMNTTI1 et 63% de similarité (37% d’identité) avec AINTT2. Pour NTT1 de Protoclamydiae
amoebophila (PamNTT1), on trouve 55% d’identité avec A{NTT1 et 45% avec RpNTTI. La
séquence de PamNTT]1 est donc plus proche de celle d’A/NTT1 que celle de RoNTT1 (cf

annexe 2).

Il a ét¢é montré qu’a la différence de RpNTT1 et A/NTTI, le transport d’ATP/ADP par
PamNTT]1 ne semble pas étre affecté par le phosphate (Trentmann et al., 2007).
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MAELWG™, #FANQIT*, **NLVE™ et **LGKSGG™' (numérotation selon la
nomenclature du NTT1 d’Arabidopisis thaliana) sont les premicres séquences conservées
décrites chez les transporteurs de Rickettsia et de plantes. Elles sont trés importantes dans la

fonction du transporteur (Mohlmann et al., 1998).

Des études (Amiri et al., 2003) ont montré que quelques résidus sont conservés parmi les
séquences des NTT des plastes, de Chlamydiae, Rickettsia et Encephalitozoon : F153, K155,
161P, E245, S364, E385, G526, K527, W562 (numérotation selon la nomenclature du NTT1
d’Arabidopisis thaliana). Ces différents résidus sont localisés dans cinq segments
transmembranaires différents. Certains de ces résidus ont été décrits chez les plantes comme
étant nécessaire dans le transport de I’ATP et I’ADP (Trentmann et al., 2000) : K155, E245,
E385, et K527 (Figure 1.6, acides aminés marqués en vert).

L’affinité pour I’ATP et I’ADP des NTT bactériens RoNTT1 et PamNTT]1 est pres de 5 fois
plus faible que celle des NTT d’Arabidopsis thaliana (Tableau 1.2). Le V. de PamNTT]1 est
beaucoup plus élevé que pour RoNTT1. PamNTT1 semble donc plus efficace.

ATP ADP
Kn | Vinax Kun | Vinax
NTTI Protoclamydiae amoebophila | 95 | 384 55 384
NTTI Rickettsia prowazekii 114 | 6 nd. |n.d.

Protéine Organisme

Tableau 1.2 : Données cinétiques pour les NTT bactériens. Les affinités Km sont données en uM et

les Vmax en nmol/mg de protéine/h (Schmitz-Esser et al., 2004)

3. Caractéristiques chez différentes bactéries parasites

Rickettsia prowazekii est responsable du typhus exanthématique transmis par les poux.
Contrairement aux autres rickettioses, I’homme est le réservoir principal de cette maladie et
reste porteur de la bactérie toute sa vie.

Les caractéristiques des différents NTTs varient d’une espeéce bactérienne a 1’autre. En effet,
I’ATP/ADP translocase chez Rickettsia prowazekii possédent cinq isoformes de NTT
appelées TLC1 a TLCS (Audia and Winkler, 2006) mais seule I’isoforme 1 est capable de
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transporter ’ADP et ’ATP. Les substrats de TLC2 et TLC3 ne sont pas connus. Les
isoformes 4 et 5 sont présentes afin de maintenir la réserve de nucléotides pour la synthése
d’acides nucléiques mais ne fournissent pas la bactérie en énergie. En effet, TLC4 est inhibé
par le GTP et transporte CTP/UTP et GDP alors que TLCS transporte le GDP/GTP. La
présence de ces transporteurs a permis a Rickettsia d’épurer son génome : certains
mécanismes de biosynthése de novo ne sont plus présents. De plus, quelques études
topologiques (Audia et al., 2006); (Alexeyev and Winkler, 2002) ont ¢été réalisées sur
RpNTTI1. En modifiant certains acides aminés en cystéines puis en les marquant avec des
methanethiosulfonate réagissant avec les Thiols (MTS), quatre hélices transmembranaires (V,

VII, X et XI) sont reconnues comme faisant partie de la voie de translocation de I’ATP.

Protoclamydiae Amoebophila est responsable de certaines infections respiratoires humaines.
Chez cette bactérie, il existe aussi cinq isoformes de la protéine NTT permettant I’import de
nucléotides pour les utiliser dans ses propres réactions métaboliques (Figure 1.8). Afin de
mesurer ’affinit¢ de chacun de ces transporteurs pour les nucléotides, chaque géne
correspondant a été cloné puis exprimé dans E.coli. Ensuite, ’affinité pour chaque substrat a
été mesurée grace aux substrats radiomarqués (Haferkamp et al., 2006) ; (Deniaud et al.,
2012).

Contrairement a Rickettsia et aux plantes, PamNTT1 ne transporte pas de Pi et a donc un
transport ¢lectrogénique (Trentmann et al., 2007). De plus, I’isoforme 4 est le premier
transporteur capable de transporter le NAD" & travers les membranes biologiques. Les autres

isoformes sont capables de transporter différents nucléotides :

- PamNTT]1 transporte ’ATP et ’ADP

- PamNTT2 a une faible affinité pour les 4 nucléotides ARN.
- PamNTTS3 transporte I"'UTP couplé a un proton

- PamNTTS5 importe le GTP et ’ATP grace aux protons
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Figure 1.8 : Interaction entre la bactérie parasite Protoclamydiae amoebophila et son hote
Acanthamoeba (Haferkamp et al., 2006). La combinaison de [’activité des 5 isoformes entraine le
transport d’électron, du cofacteur NAD", de tous les nucléotides nécessaires a la synthése de I’ARN et

ADN et 'import d’énergie sous forme d’ATP.

Lawsonia intracellularis (Schmitz-Esser et al., 2008) exprime aussi un transporteur
d’ATP/ADP. Cette bactérie parasite entre dans la cellule hote par phagocytose, directement
dans le cytoplasme. Elle est responsable d’entéropathie proliférative chez de nombreux
mammiferes mais principalement chez les porcs.

Comme Rickettsia et Chlamydiae, Lawsonia limite I’import des nutriments essentiels a la
survie de I’hdte afin que son mécanisme ne soit pas trop dégradé. En effet, la présence des
NTTs ne permet que de supplémenter la production bactérienne d’énergie.

Cependant, contrairement aux bactéries pathogeénes précédemment citées, Lawsonia est
capable de générer sa propre énergie en utilisant une petite chaine respiratoire mais possede
aussi une voie pour la glycolyse compléte. De plus, cet organisme est capable de synthétiser
les nucléotides puriques et pyrimidiques.

Le transporteur d’ATP/ADP décrit chez Lawsonia posseéde 47,5% d’identité avec
Protochlamydiae amoebophila, 46,5% d’identité avec Rickettsia prowazekii et entre 39 et

44% d’identité avec les NTTs plastidiques.
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D. NTTs provenant d’autres organismes

NTT est aussi exprimée dans des organismes unicellulaires tels que les diatomées. Ces algues
sont responsables de 40% de la production primaire (formation de matiére organique a partir
de matiere minérale et d’un apport d’énergie) dans les océans, et font parties de la famille des
phytoplanctons. Chez ces organismes, la synthése des nucléotides a lieu dans le cytosol, ces
nucléotides doivent donc étre transportés vers les différents organites. De plus, le transport
doit s’adapter car cet organisme a la particularité¢ d’avoir des plastes avec quatre membranes,
a cause de sa formation originelle par endosymbiose secondaire (Prihoda et al., 2012). De
nombreuses isoformes de NTT ont été identifiées chez Thalassiosira pseudonana (8) et
Phaeodactylum tricornutum (6). Ces isoformes sont nécessaires dans 1’apport des nucléotides
pour la synthése d’ADN et d’ARN dans le stroma. Cela implique la présence de ces NTT

dans les quatres membranes du plaste (pas uniquement dans les membranes extérieures).

Une étude (Ast et al., 2009) a montré que les NTT2 de ces deux organismes ont la capacité de
transporter un grand nombre de nucléotides : ATP, ADP, AMP, CTP, GTP, TTP ainsi que
leur forme déoxy. Le CTP est le substrat le mieux transporté par les 2 organismes (K
environnant 40uM alors que pour les autres nucléotides le K, est supérieur, entre 60 et
200uM). Quant a NTTI, la protéine semble mieux transporter I’ADP puis I’ATP et enfin
I’AMP ainsi que leur forme déoxy. De plus, les deux isoformes étudiées semblent avoir des
modes de transport tres différents. En effet, en présence d’un protonophore, 1’activité de
transport de NTT1 semble affectée mais pas celle de NTT2.

NTT2 faciliterait donc le contre-échange des NTP et ANTP alors que le transport de NTT1 est
proton - dépendant pour I’import des nucléotides a adénines. Ces deux transporteurs sont les
seuls connus a ce jour capable de transporter une telle variété de substrats dans la famille des

NTT.
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Figure 1.9 : Arbre phylogénique entre les différentes NTTs (www.phylogeny.fr) montrant que le

PamNTT4 est plutot différent de toutes les autres NTTs mais que les AtNTT sont plutot proches des

diatomées.

L’arbre phylogénétique présenté en Figure 1.9 permet de mieux voir les similitudes entre les
différents isoformes des différents organismes. De part les caractéristiques précédemment
décrites, les isoformes NTT1 et NTT2 ne se placent pas au méme endroit dans cet arbre.
L’isoforme 1 des diatomés semble plus proche des NTTs produits par les plantes et les algues

alors que I’isoforme 2 est plus proche des NTTs bactériens.

Malgré une identité de séquence de 30 a 40 % séquences entre les NTT d’Arabidopsis
thaliana, des bactéries et des diatomées, les fonctions de ces transporteurs sont

significativement différentes.
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PINTT2 ANNTT2 RpNTT2 PamNTT2
ThNTT2 68% (81%) 39% (58%) 31% (51%) 35% (55%)
PINTT2 X 36% (56%) 32% (51%) 36%(56%)

Tableau 1.3 : identité et similarite entre les séquences (Données obtenues avec BLAST)

En gras, les valeurs d’identite de séquences. Entre parenthéses, les similarités observables entre les 2
séquences comparées.

Th : Thalassiosira pseudonana

Pt : Phaeodactylum tricornutum

Rp : Rickettsia prowazekii

Pam : Protoclamydiae amoebophila

IV. Comparaison AAC/NTT

La famille des transporteurs MCF a été depuis longtemps trés étudiée contrairement a la
famille des NTTs. En comparant ces 2 familles, plusieurs caractéristiques permettent de les

distinguer (Figure 1.10).

(b)
ATP

ADP+P,
ATP

ADP + P,
RY ATP/ADP ratio

Figure 1.10 : comparaison de AAC et NTT (Haferkamp et al., 2011).
(a) La protéine AAC insérée dans les membranes internes de la mitochondrie

(b) La protéine AtNTT1 insérée dans les membranes internes des chloroplastes
Ces 2 familles ont des rdles physiologiques et des propriétés biochimiques différentes :

- AAC transporte I’ATP hors de la mitochondrie alors que NTT apporte I’ATP a

I’intérieur du chloroplaste.
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- AAC transporte 1 ATP contre 1 ADP et est donc électrogénique contrairement a

NTT1 qui transporte 1 Pi avec I’ADP rendant le transport électriquement neutre.

Certaines NTTs font exception a cette regle telle que PamNTT].

- AAC posséde 6 hélices transmembranaires confirmées par la structure 3D de 2003

alors que les prédictions faites pour NTT proposent un modele avec 12 hélices

transmembranaires.

- Les inhibiteurs connus pour AAC tels que le carboxyactractyloside (CATR) et I’acide

bongkrekique (BA) n’inhibent pas NTT.

- En comparant les séquences en acides aminés, il n’existe pas de similitude.

V.

Etudes structurales des protéines membranaires

Les protéines membranaires sont fortement représentées dans les cellules de tous les

organismes : jusqu’a 30% des génes codent pour des protéines membranaires. Elles jouent des

roles primordiaux dans une grande quantité de processus cellulaires. Cependant, de nos jours,

seules 1% des protéines membranaires ont leurs structures déterminées.
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Figure 1.11 : Evolution du nombre de structures de protéines membranaires au cours du temps

(Stephen White, mpstruc)

Depuis la premicere structure déterminée en 1985 (centre de réaction photosynthétique de

Rhodopseudomonas viridis,) (Deisenhofer et al., 1985), le nombre de structure ne cesse

d’augmenter (Figure 1.11). Néanmoins le taux de croissance est inférieur a celui des protéines

solubles. Cette courbe traduit la difficulté a obtenir les structures de ces protéines malgré des

28



efforts importants. Les premieres structures de protéines membranaires n’impliquaient pas de
surexpression, mais uniquement de I’extraction des protéines des tissus natifs. Une grande
part de la physico-chimie des détergents adaptés a la solubilisation et la cristallisation a alors
¢tait développée. Actuellement, il s’agit d’étudier des protéines peu abondantes dans leur
milieu naturel. Le challenge de la cristallisation des protéines membranaires se situe a

différentes étapes : la surexpression, la purification et la cristallisation.

A. L’expression

La majorité des protéines membranaires est présente en tres faibles concentrations dans les
tissus natifs. Il est donc nécessaire de les surexprimer, en général dans un systéme
hétérologue. Il faut donc avoir recours a un systeme d’expression recombinant. De nos jours,
le clonage semble étre sur un pied d’égalité entre les protéines solubles et les protéines
membranaires. Toutefois, la surexpression des protéines membranaires se différencie des
protéines solubles. En effet, pour étre bien repliées ces protéines doivent étre adressées puis
insérées a la membrane. Or les systemes d’adressage ne sont pas toujours bien connus. Les
protéines surexprimées ne sont parfois pas adressées a la membrane car elles sont produites
dans un état inactif incapable de s’insérer proprement dans la membrane. Ces protéines vont
s’agréger et alors former des corps d’inclusion. Ensuite, le volume de membrane disponible
pour ces protéines dans la cellule hote est beaucoup plus faible par comparaison au volume du
cytosol. Et finalement, intégrer des protéines dans la membrane peut étre trés toxique pour

I’hote. Toutes ces raisons expliquent les faibles taux d’expression souvent observés.

De nombreuses études ont permis de mieux comprendre cette surexpression afin de

I’améliorer.

Dans un premier temps, le choix du systéme d’expression est un point important. En effet,
d’un type cellulaire a I’autre (cellules mammifgres, levures, bactéries), les membranes sont
composées de différents lipides. Certaines protéines ne sont pas actives sans la présence de
lipides. Ceci est particulicrement vrai dans le cas des stérols. Par exemple, le transporteur de
sérotonine SERT a besoin de cholestérol pour son activité (Scanlon et al., 2001). De plus, les
caractéristiques du systéme procaryote peuvent ne pas convenir a toutes les protéines, des

modifications seront nécessaires :
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- L’¢longation peptidique est 4-10 fois plus rapide chez les procaryotes que chez les
eucaryotes car le taux de repliement est plus important chez les protéines procaryotes.

- Le systeme d’insertion dans les membranes, le translocon, est différent chez les
procaryotes et les eucaryotes.

- Le systétme procaryote n’est pas capable de faire les modifications post

traductionnelles parfois importantes pour 1’activité de la protéine.

Ces caractéristiques pourraient expliquer pourquoi certaines protéines eucaryotes n’arrivent
pas a étre surexprimées dans les bactéries (Tate, 2001). Une adaptation de la séquence ADN
sans modification de la séquence protéique est parfois nécessaire pour que la protéine puisse
s’exprimer en bactérie. Dans des rares cas, la protéine peut étre extraites des corps
d’inclusion. Le repliement des protéines en corps d’inclusion est un point critique : le
traitement est long, fastidieux mais surtout assez agressif. Le rendement est souvent
relativement faible. De plus la sélection entre les protéines correctement repliées de celles qui

ne le sont pas est difficile.

White et ses collaborateurs ont aussi cherché a comprendre quelles étaient les caractéristiques
intrinséques de la protéine qui impactaient son expression (White et al., 2007). Pour cela, ils
ont étudié 5573 protéines de Saccharomyces cerevisiae dont 1092 protéines membranaires.
Plusieurs caractéristiques ont été mises en avant telles que : la taille de la protéine, le point
isoélectrique, la quantité de résidus aromatiques. En effet, une protéine ayant une masse
moléculaire supérieure a 80 kDa s’exprimera trés mal alors qu’une protéine ayant une masse
entre 20 et 40 kDa sera beaucoup mieux exprimée. Si la protéine contient plus de 14% de
résidus aromatiques, la protéine est mieux exprimée. Cependant il n’existe pas de corrélation

entre le niveau d’expression et

- laprésence d’un homologue dans la levure ou dans un autre organisme,
- lalocalisation cellulaire

- la présence ou non d’un peptide signal.

Etant donné le nombre de caractéristiques impliquées dans I’expression, des méthodes ont été
mises au point pour améliorer la surexpression. Il est possible de faire une coexpression avec
Dna K et Dna J, protéines chaperones impliquées dans le repliement des protéines
membranaires. En effet, elles permettent de réduire la formation de corps d’inclusion et
d’augmenter I’expression des protéines liées a la membrane (Chen et al., 2003). De nouvelles

cellules ont été développées pour les protéines membranaires et les protéines toxiques. Les
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C41 et C43 dérivent des BL21. Ces souches ont subies des mutations afin de surexprimer les
protéines qui seraient toxiques pour le systeme E.coli. Les mutations étant différentes d’une
souche a ’autre, elles sont capables d’exprimer un large panel de protéine. De plus, les C41 et
C43 d’E.coli utilisent le méme systeme DE3 que les BL21 permettant une sélection par la
polymérase T7 (Miroux and Walker, 1996). Les C43 possédent aussi la propriété de
surproduire des membranes permettant une meilleure intégration des protéines. D’autres types
de souches sont dérivés des BL21 permettant d’améliorer 1’expression. Par exemple, les
Rosetta peuvent permettre de surexprimer les protéines contenant des codons rares. Pour cela,

elles fournissent I’ARNt en codon AGG, AGA, AUG, CUA, CCC et GCA.

B. La purification

Une fois la protéine surexprimée, il est nécessaire de la purifier. Pour cela, la protéine doit
étre extraite de la membrane. La suppression de la protection entourant la partie hydrophobe
de la protéine (lipides) implique son remplacement par un solvant ayant des caractéristiques
similaires afin de conserver ’intégrit¢ de la protéine membranaire en solution. C’est pourquoi
les détergents sont utilisés. La formation du complexe protéine-détergent est provoquée par

I’adsorption de la partie hydrophobe du détergent sur les surfaces apolaires de la protéine.

Le choix du détergent est une étape critique a considérer : il doit étre capable de solubiliser la
protéine d’intérét sous une forme non agrégée et de stabiliser la structure native de la protéine
(Rosenbusch et al., 2001). Les protéines réagissant différemment les unes des autres, le

protocole de purification nécessite bien souvent d’étre adapté.

Le choix des détergents pour les différentes étapes de la purification est un point primordial.
En effet, il existe trois classes de détergents avec différentes caractéristiques décrites dans le

tableau 1.4.
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Classe Description Propriétés Exemple
Détergents Téte avec une Effet combiné des SDS (tres efficace pour
ioniques charge nette forces répulsives de la | la solubilisation, mais
cationique ou téte et des interactions | fortement dénaturant)
anionique hydrophobes de la
Chaine chaine
hydrocarbonée
hydrophobe
Détergents non | Téte hydrophile non | Détergents doux car Chaine courte ($-OG)
ioniques chargée rompent les entre la désactivation de
(polyoxyethylene ou | interactions lipides- la protéine contrairement
groupe lipides et lipides- au intermédiaire C12-
glycosidique) proteines C14.
Alkylglucosides (DDM)
permettent de conserver
la fonction
Détergents Combinent les Parfois utilisé dans la
zwitterioniques propriétés des 2 types | cristallation (DDAO)
de détergent et sont
généralement plus
désactivant que les
nonioniques.

Tableau 1.4 : Description des différentes classes de détergent ainsi que leurs propriétés. (le Maire,

2000)

Par définition, un détergent est soluble dans I’eau jusqu’a une certaine concentration, la cmc
(concentration micellaire critique). Au dela de la cmc, le détergent s’organise en micelle. La
cmc varie en fonction des conditions de I’environnement: le pH, la force ionique, la

température, la présence de protéines, de lipides et d’autres détergents.

La cmc d’un détergent varie aussi en fonction de sa structure. En effet, a téte égale, plus la
chaine alkyle est courte plus la cmc est faible. De plus, I’introduction de doubles liaisons

entraine une augmentation de la cmc.
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Les détergents sont aussi caractérisés par le nombre d’agrégation correspondant au nombre de
molécules de monoméres de détergent dans chaque micelle. Ce nombre est caractéristique de

chaque détergent et est relié a la taille de la micelle.

Les détergents ont la propriété de rompre les interactions lipides-protéines et peuvent ainsi
extraire les protéines des membranes. Ainsi, les protéines membranaires sont solubilisées
dans un milieu aqueux grace a une ceinture de détergents qui masque la surface hydrophobe
de ces protéines. La longueur des chaines doit ainsi étre adaptée a la dimension de la surface
hydrophobe, et donc a la dimension de la membrane lipidique. Typiquement, la longueur des
chaines hydrophobes est constituée de 8 a 12 carbones. Certains détergents peuvent aussi
interférer avec les interactions intraprotéines et ainsi nuire a la structure tertiaire des protéines.
Le choix du détergent reléve donc d’un compromis entre efficacité de solubilisation en terme

de rendement quantitatif et qualité des protéines solubilisées.

Afin d’obtenir une protéine d’intérét pure, il est nécessaire d’éliminer les autres protéines
provenant du systéme d’expression. Pour cela, I’étape de chromatographie d’affinité peut étre
utilisée comme pour les protéines solubles car les protéines membranaires supportent treés bien
I’addition d’une étiquette d’affinité (HIS, Strep,...) et/ou de partenaires de fusion (MBP...).
Par exemple, une étude a été effectuée par Mohanty sur I’aquaporine (Mohanty and Wiener,
2004) montrant que peu importent I’emplacement de 1’étiquette HIS et sa longueur, la
solubilisation n’était pas impactée. De plus, cette étiquette ne perturbe pas non plus la
structure secondaire de la protéine.

Il est toutefois connu que la présence de détergent interfére avec la liaison aux colonnes
d’affinité et colonnes échangeuses d’ions. Ainsi, certains détergents comme les maltosides
peuvent interférer dans le cas ou la protéine est purifiée via une fusion MBP (maltose binding
protein). Le détergent va entrer en compétition avec le ligand, empéchant la fixation de la
protéine sur la colonne d’affinité (Loll, 2003).

En vue d’obtenir des cristaux de la protéine, il est parfois nécessaire d’enlever I’étiquette
grace a des protéases. Mais certains détergents peuvent inhiber leur action (Mohanty and
Wiener, 2004).

Les détergents peuvent aussi impacter d’autres types de chromatographie, ils altérent

notamment la résolution de la chromatographie d’exclusion.

En conséquent, I’optimisation de chaque parametre doit étre faite pour 1’adapter a la protéine

et au détergent en question.
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C. La cristallisation

Dans D’objectif d’obtenir des cristaux qui diffractent, la pureté et ’homogénéité¢ de la
préparation sont des points clés. Il est donc nécessaire de connaitre non seulement la
concentration en protéines mais également la composition en détergent et lipides, et de
vérifier I’intégrité de la protéine d’intérét. Toutes les informations sont obtenues par des

caractérisations biophysiques et fonctionnelles.

Afin d’obtenir des cristaux de protéines membranaires, il existe deux possibilités : soit la
protéine en détergent est directement cristallisée (par des techniques classiques comme la

diffusion en vapeur) soit elle est réintégrée dans une bicouche lipidique (phase cubique).

Dans le premier cas, la méthode est équivalente a celle utilisée pour les protéines solubles a la
différence que le soluté est cristallis¢é comme un complexe de protéines avec du détergent. La
formation du réseau cristallin se fait par des contacts protéine-protéine. Cependant, le
détergent peut modifier ces interactions.

Les détergents possédent aussi un diagramme de phase relativement complexe avec une phase
de transition (monomere/micelle) et une limite de miscibilité (Figure 1.12). En effet, tous les
détergents sont sous forme monomérique en solution a faible concentration. La limite qui
sépare la forme monomérique du détergent de la forme micellaire, la cmc est dépendante de la
température. La limite entre la séparation de phase et la solution micellaire est appelée limite
de miscibilité (haute ou basse). La température liée a ce passage dans la phase de séparation
est appelée point de trouble (cloud point). A cette température, les micelles deviennent non
miscibles avec I’eau et forme de larges agrégats qui se séparent de I’eau. Pour les détergents
non ioniques, le point de trouble est obtenu en augmentant la température de la solution
micellaire alors que pour les détergents zwitterioniques, il est obtenu en diminuant la
température de cette méme solution. La séparation de phase peut étre utilisée pour améliorer
la purification : si le point de trouble du détergent utilisé n’est pas problématique pour la
protéine (au niveau de la structure et de la fonction), sinon des modifications sont possibles

(températures, pH, sels...) (Arnold and Linke, 2007).
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Figure 1.12 : Diagramme de phase pour les détergents. A droite, le diagramme correspond aux

détergents non ioniques, a gauche, aux détergents zwitterioniques et glycosidiques. (Arnold and Linke,

2007).

De plus, les précipitants utilisés pour induire la cristallisation de la protéine peuvent avoir des
effets sur le comportement en phase du détergent (Loll, 2003).

La deuxieme méthode de cristallisation, en phase cubique a été découverte en 1996 (Landau
and Rosenbusch, 1996) et s’est particulierement développée ces derniéres années avec la
cristallisation de plusieurs GPCR. De nombreuses informations sont maintenant disponibles
sur la compatibilité entre le détergent, les précipitants et la matrice lipidique (Cherezov et al.,
2001). La méthode consiste a développer une bicouche lipidique continue. Celle-ci permet
d’introduire la protéine membranaire qui sous certaines conditions va créer des interactions
entre les molécules de protéines et former des cristaux. La phase cubique apres insertion de la
protéine subit des modifications par ’addition de précipitants qui vont diffuser dans la
mésophase. Celle-ci va subir des modifications de transition et de séparation de phases
(diagramme de phase spécifique a la monooléine, constituant principal de la mésophase)

conduisant a la nucléation et la croissance d’un cristal (Caffrey, 2009).

VI. Objectifs de la thése

L’équipe s’intéresse principalement a deux familles de transporteurs : MCF et NTT. Elle
travaille depuis plusieurs années sur les transporteurs mitochondriaux, en particulier sur le
transporteur AAC. Plus récemment, en collaboration avec le groupe de N. Rolland (PCV,

CEA Grenoble), une étude structure-fonction des transporteurs de type NTT a été initiée. Ma

35



Chapitre 1 : Introduction

thése s’inscrit dans ce second projet, avec comme objectif principal la détermination d’une
structure de 1’'une des isoformes NTT.

Jusqu’a présent il n’existe pas d’information structurale pour la famille des NTT. La
détermination d’une structure permettrait de comprendre le mécanisme de transport de ces
protéines et plus généralement comprendre les différents mécanismes de transport d’ADP et
d’ATP a l'intérieur des cellules en comparant avec les informations obtenues sur la famille

des transporteurs mitochondriaux.

En effet, méme s’ils remplissent des fonctions similaires les transporteurs AAC et NTT
présentent de nombreuses différences tant d’un point de vue structural que d’un point de vue
du mécanisme de transport. L’étude présente également un intérét a visée potentiellement
thérapeutique puisque des protéines NTT existent chez des bactéries pathogenes leur
permettant de se développer au sein de I’organisme hdte. Absentes des eucaryotes non

photosynthétiques, ces protéines représentent donc une cible particulierement intéressante.

Initialement, le projet s’est d’abord concentré sur AfNTT1 (Deniaud et al., 2012). Les travaux
menés ont mis en avant la présence de deux états oligomériques lorsque la protéine est
purifiée en 0,1% LAPAO. De plus, I’analyse de mutants suggere la présence de deux sites de

liaisons distincts.

Figure 1.13 : cristaux obtenus pour AtNTTI purifiée en LAPAO. Les conditions dans lesquelles les
cristaux ont poussé sont les suivantes : 10% (v/v) Isopropanol, 20% (v/v) PEG 4000 et 100 mM
Tampon HEPES-Na pH 7,5. La meilleure diffraction obtenue est 104 mais les cristaux n’ont jamais

été reproduits.

Jai repris et poursuivi le travail sur AfNTT1 afin d’essayer de reproduire et d’améliorer les
cristaux déja obtenus. En effet, des micro-cristaux diffractant a basse résolution ont déja été

obtenus dans le cadre de la thése P. Panwar (Figure 1. 13). Pour cela, une optimisation de la
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purification a été effectuée pour pouvoir aller vers la cristallisation. Les points majeurs a
améliorer étaient la quantité produite, la pureté finale et surtout la reproductibilité. Une fois
ces problemes résolus, des essais cristallisation ont été entrepris. Deux approches de
cristallisation ont été envisagées : la cristallisation par diffusion de vapeur et la phase cubique.
Dans le cadre de cette thése, les essais se sont déroulés uniquement par diffusion de vapeur

par manque de temps.

En parall¢le, le projet a été étendu a d’autres homologues NTT : les homologues bactériens et
I’isoforme 2 de NTT présente chez Arabidopsis thaliana. La purification et la caractérisation
en solution des NTT bactériens sont effectuées par Hubert Mayerhofer, post doc dans
I’équipe. De mon coté, j’ai initié I’étude sur ’isoforme NTT2 d’Arabidopsis thaliana. En
effet, de nombreuses études de caractérisation ont déja été publiées sur AZNTT1 contrairement
a AINTT2. J’ai donc souhaité m’investir plus sur cet aspect du projet afin de mieux

comprendre le comportement de la protéine en solution.

Les travaux ont montré qu’il était nécessaire de mettre au point des outils de caractérisation
fonctionnelle a la fois pour NTT1 et pour NTT2. La mesure de la fluorescence (des
tryptophanes et du FRET) a été mise en place afin d’étudier I’interaction des protéines avec
certains nucléotides mais aussi de vérifier si les protéines étaient actives aprés chaque

purification.

37



Matériels et Méthodes
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

I. Production AfNTT

A. Insertion dans un vecteur

Les constructions utilisées au cours de cette thése sont les suivantes :

Nom Construction
NTTI - pDEST 6HIS — Cassette AttB1 — site de clivage facteur Xa — NTT]1
NTT2 entier — pETM11 9HIS - site de clivage TEV — NTT2

NTT2 tronqué — pETM 11 OHIS - site de clivage TEV NTT2A30aaC-ter

NTT2 synthétique — pETM11 | 9HIS —site de clivage TEV — NTT2 synthétique

Dans ces constructions :

- NTTI est dépourvue de sa séquence transit (La séquence utilisée est de 79 a 624).

- NTT2 entier correspond a la séquence complete de NTT2 sans la séquence
d’adressage (la séquence décrite démarre avec I’acide aminé 85 et termine a 618).

- La forme tronquée de NTT2 est dépourvue de la séquence d’adressage et d’une partie
en C-terminale (la s€quence démarre avec 1’acide amin¢é 85 et termine a 1’acide aminé
588).

- La forme synthétique quand a elle correspond a la forme complete de NTT2 P92935

avec sa séquence d’adressage.

Pour I’insertion dans le vecteur pETM11 par la méthode LIC (Ligase Independent Cloning),

I’insert contenant le gene NTT2 est amplifié grace aux amorces suivantes :

AtNTT?2 entier amorce sens CAGGGCGCCAGTAATGTGTTCGACGAAGGAGACAC

AG
AINTT2 entier amorce anti- | GACCCGACGCGGTTACTAAATGCCAGTAGGAGTAG
sens ATTTCTCCG
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AtNTT2 tronqué amorce sens | CAGGGCGCCAGTAATGTGTTCGACGAAGGAGACAC
AG

AtNTT2 tronqué amorce anti- | GACCCGACGCGGTTATGAAGCTCTCTCCATTTCCCT
sens CTC

NTT2synth amorce sens CAGGGCGCCATGAATGTCTTCGACGAGGGCGA

NTT2synth amorce anti-sens | GACCCGACGCGGTTAATGCCGGTCGGGGTAGATTT

Pour cela, on prépare un mélange contenant : 1,2 pL de chaque amorce, 1 pL de plasmide, 1
uL de quick solution, 5 pL de tampon 10X, 1 uL de ANTP et 38 puL d’eau milliQ
(QuickChange Lightning site directed mutagenesis kit — Agilent).
La PCR est réalisée suivant les étapes suivantes :

- Dénaturation : 1 min — 95°C

- Dénaturation : 50 s — 95°C
- Hybridation : 50 s — 68°C X 30

- Extension : 2 min — 72°C

- Elongation finale 10 min a 72°C

Une fois la PCR terminée, on réalise un gel d’agarose a 1% contenant du gel red permettant
de vérifier si I’insert correspond a la bonne taille. On dépose sur ce gel les 50 pL de réactions
mélangées a 10 pL de tampon de charge. Les échantillons vont migrer pendant 40 min a
100V. Le gel est observé sous une lampe UV (Gel Doc 2000) et les bandes correspondant a
I’insert NTT sont découpées au scalpel. L’ADN est extrait du gel grace au kit Qiaquick Gel
extraction Kit. L’ADN est ¢lué avec 30 uL d’eau stérile.

En parall¢le, le vecteur vide est linéaris¢ par un traitement avec la Bsal. Le mélange
nécessaire a la digestion contient 5 uL. de tampon New England Biolabs 3 a 10X, 5 pg de
vecteur vide, et 2,5 uLL de Bsal, complété par de I’eau stérile jusqu’a 50 puL. La digestion se
déroule pendant 1h a 50°C. De la méme fagon que précédemment, la taille du vecteur est

vérifiée par gel agarose a 1%. Il sera extrait du gel grace au kit Qiaquick Gel extraction Kit

Une fois ces 2 étapes effectuées, 1’insert et le vecteur linéarisé sont traités avec la polymérase
ADN T4. L’activité de la polymérase en 3’25’ permet a ’enzyme de retirer les nucléotides
jusqu’a ce que I’adénosine (pour I’insert) ou la thymidine (pour le vecteur linéarisé€) soit

atteinte :
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CAGGGCGCCATG..NTT2..TAACCGCGTCGGGTC
GTCCCGCGGTAC..NTT2... ATTGGCGCAGCCCAG
| T4 DNA polymerase + dATP
v
CAGGGCGCCATG...NTT2.. TAA
.......... AC..NTT2...ATTGGCGCAGCCCAG

Cela permet de créer des extrémités flanquées complémentaires pour permettre 1’insertion du

gene dans le vecteur. Pour cela, les mélanges suivants sont effectués :

Vecteur Insert PCR

2 ul 10X New England Biolabs Tampon 2 2 ul 10X New England Biolabs Tampon 2

600 ng vecteur linéarisé 0,2 pmol insert

0,5 u1 dTTP (100 mM) 0,5 ul dATP (100 mM)

1 ul DTT (100 mM) 1 ul DTT (100 mM)

0,2 ul 100X BSA 0,2 ul 100X BSA

0,4 ul T4 DNA polymerase (3 units/pl) 0,4 ul T4 DNA polymerase (3 units/pl)

Compléter jusqu’a 20 pl avec de I’eau stérile | Compléter jusqu’a 20 pl avec de 1’eau stérile

La réaction s’effectue pendant 30 min a 22°C puis la polymérase est inactivée en la mettant

20 min a 75°C.

Enfin D’insert et le vecteur traités par la polymérase T4 sont mis en contact pour permettre
I’hybridation. Pour cela, on mélange dans un tube 1 pL de vecteur LIC préparé et 2 puL de
I’insert traité. Ce mélange est incubé pendant 5 min a 22°C. Puis on y rajoute 1uL d’EDTA a
25 mM. L’incubation se poursuit pendant encore 5 min a 22°C. L’hybridation est compléte
apres 5 min d’incubation. Cependant la réaction peut étre incubée jusqu’a 1h en obtenant des

résultats équivalents a une incubation de 5 min.

Pour vérifier que 1’hybridation a bien fonctionné et pour sélectionner les mutants positifs, on
effectue une transformation dans des cellules compétentes Top10. Dans un premier temps, les
cellules compétentes sont décongelées sur glace. Ensuite, on place quelques microlitres de la
réaction d’hybridation sur glace pendant 5 min, puis on rajoute 50 uL de cellules

compétentes. Ce mélange est incubé pendant 30 min sur glace. Puis la transformation est
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réalisée par un choc thermique grace a un bain marie a 42°C pendant 45 s. Les tubes sont de
nouveau placés sur la glace pendant 2 min. On ajoute 200 pL. de milieu LB (Luria-Bertani)
dans chaque tube. Le mélange est incubé pendant 1h a 37°C dans un incubateur. Apres cette
incubation, les tubes sont centrifugés pendant 1 min a 5000 rpm. Le culot est resuspendu avec
50 pL de milieu et déposé sur une boite de Pétri contenant 50 pg/mL de kanamicine. Les

boites de Pétri sont incubées a 37°C dans un incubateur pendant une nuit.

Les colonies positives sont sélectionnées et servent a inoculer des précultures de 5 mL de
milieu LB (Luria-Bertani) contenant 50 pg/mL de kanamycine. Les cellules sont alors

incubées pendant une nuit a 37°C dans un incubateur avec une agitation 180 a 200 rpm.

Les cellules sont ensuite centrifugées 10 min a 4000 g. Le surnageant est éliminé. Le culot est
resuspendu dans le tampon permettant de préparer une mini prep en utilisant le kit Qiaprep

Spin MiniPrep Kit (Qiagen).

Une fois la séquence de la protéine vérifiée (séquengage par Beckman Coulter Genomics), la

mini prep est utilisée pour amplifier le plasmide en effectuant une maxi prep (NucleoBond

Xtra Midi / Maxi de chez Macherey Nagel).

B. Surexpression

On effectue une transformation avec le plasmide contenant la protéine d’intérét et des cellules
compétentes préalablement déterminées. Pour déterminer le type de cellules a utiliser,
I’efficacité de I’expression est testée dans différents types d’E.coli : C41, C43, BL21, Rosetta.
Les meilleurs rendements d’expression ont été obtenus avec les cellules C43 pour A/NTT1 et

les cellules C41 pour AINTT2.

Une colonie fraichement transformée dans des cellules C43 ou C41 est mise en préculture
dans du milieu LB avec I’ampicilline & 100 pg/mL ou la kanamycine a 50 pg/mL pendant 24h
a 37°C. Ces précultures sont ensuite utilisées pour inoculer a une Asoo initiale de 0,1 des
cultures d’1L de TB (terrific broth) contenant 100 pg/mL ampicilline ou 50 pg/mL de
kanamycine. Les cultures sont induites avec 0,5 mM d’IPTG (Isopropyl B-D thiogalactoside)

lorsque I’absorbance (A600) est comprise entre 1 et 1,5. L’expression se poursuit alors a 20°C
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sur la nuit. Les cultures sont ensuite centrifugées pendant 20 min a 4800 g, 4°C. Les culots

sont lavés avec du PBS 1X froid et centrifugés de nouveau a 3900 g pendant 30 min, 4°C.

C. Préparation des membranes

Les culots sont resuspendus dans le tampon de lyse (300 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8, 20%
glycérol, ImM benzamidine, anti-protéase) et homogénéisés a 1’aide d’un potter. Les cellules
sont lysées par deux passages successifs dans un microfluidizer a 16 000 psi. Les débris
cellulaires, les cellules non lysées et les gros corps d’inclusion sont €liminés par une étape
d’ultracentrifugation a 25 000 g pendant 20 min. Le surnageant est ultracentrifugé a 120 000 g
pendant 1h pour sédimenter les membranes bactériennes. Celles-ci sont resuspendues dans un
tampon contenant 300 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8, 250 mM sucrose, | mM EDTA, a raison
de 1 mL de tampon pour 1 L de culture. La quantité de protéine est estimée grace au dosage

BCA (Sigma Aldrich).

D. Purification

1. Solubilisation

Les membranes sont solubilisées grace a la Foscholine 12 (Nombre d’agrégation 54, masse
molaire 351,5 g/mol). Les protéines contenues dans les membranes sont solubilisées a 3-4
mg/mL dans un tampon contenant 100 mM de NaCl, 100 mM Tris pH 8, 10% (w/v) Glycérol,
1% (w/v) Foscholine 12, et de I’anti-protéase (Clapa 1X) pendant 1 h en rotation a 4°C. On
effectue ensuite une ultracentrifugation de 1h a 120 000 g. Le surnageant contient les

protéines solubilisées.

2. Chromatographie d’affinité

La colonne de chromatographie d’affinité est préparée avec de la résine de nickel (résine Ni-
agarose His 60) a raison de ImL de résine pour 1 mL de membranes. La résine est lavée avec
de I’eau puis équilibrée avec le tampon de lavage A (100 mM NaCl, 20 mM Tris pH 8, 0,1%
(w/v) LAPAO, 40 mM imidazole) et enfin incubée pendant 1h avec le surnageant provenant
de I’ultracentrifugation contenant les protéines.

Une fois I’incubation terminée, le mélange est transféré dans une colonne d’élution par

gravité. La résine est ensuite lavée plusieurs fois avec du tampon contenant des concentrations
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croissantes d’imidazole : 40 mM et 70 mM que I’on nommera respectivement lavage A et
lavage B. L’¢élution est effectuée avec le tampon d’élution contenant 100 mM NaCl, 20 mM

Tris pH 8, 0,1% LAPAO et 400 mM d’imidazole.

3. Chromatographie par exclusion de taille

Une fois la protéine éluée de la colonne d’affinité, le volume obtenu doit étre réduit pour étre
injecté sur la colonne Superdex 200 10/30 de 25 mL. Pour avoir une bonne résolution, le
volume a injecter sur cette colonne ne doit pas dépasser 500 pL. La protéine est concentrée
grace a un concentrateur de type amicon avec un seuil de coupure de 50 kDa, tout en faisant
attention a ne pas faire agréger la protéine. La vitesse de centrifugation est donc trés basse,
1740 g. Une fois les 500 pL atteint, la solution est centrifugée a 4°C, 15 min a 20 000 g pour
¢liminer les agrégats qui pourraient colmater la colonne.

Les 500uL sont ensuite injectés sur la colonne grace au systtme AKTA FPLC. La colonne a
¢été au préalable équilibrée avec un tampon contenant 100 mM NaCl, 20 mM Tris pH 8, 0,1%
(w/v) LAPAO. La protéine est chargée sur la colonne avec un flux de 0,4 mL/min. Des
fractions de 500 pL sont collectées a partir du volume mort de la colonne (7,9 mL) jusqu’a la
fin du volume de la colonne.

La pureté de chaque fraction est vérifiée grace a un gel 12% SDS-PAGE coloré¢ au bleu de

coomassie ou a I’argent (Kit Silver staining Pierce).

Afin d’estimer le rayon de Stokes ou la masse moléculaire apparente des especes €éluées, une

calibration de la colonne a été effectuée et les formules suivantes utilisées :
Vi

log(Rs) = —0,5588— +2,432
Vo

log(MW) = -1,457 x % +7,522
o0

V= volume d’élution

Vo = volume mort de la colonne qui est de 7,9 mL.
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II. Tests de caractérisation

A. Thermal Shift Assay (TSA)

Le thermal shift assay permet d’évaluer la stabilité thermique d’une protéine dans différents
tampons ou avec différents ligands. Pour les protéines membranaires, le fluorophore utilisé est
le CPM (7-diethylamino-3-(4'-maleimidylphenyl)-4-methylcoumarin) qui se lie aux cystéines
de la protéine étudiée (Alexandrov et al., 2008). La solution mére de CPM est a 4 mg/mL.
Elle doit étre diluée au 1/20 avec le tampon dans lequel la protéine se trouve.

On utilise 10 pg de protéine diluée dans un volume total de 120 pL. 10 uL du fluorophore
dilué y sont ajoutés. Pour vérifier les possibles liaisons entre le fluorophore et le tampon, on
prépare en parallele la protéine et le tampon dans la condition a étudier. Ces mélanges sont

préalablement incubés 30 min sur glace a I’obscurité.

Les mesures sont réalisées sur un fluorimétre (Cary Eclipse Varian — logiciel Thermal). Les
longueurs d’onde d’excitation et d’émission du CPM sont respectivement de 387 nm et 463
nm. Une rampe de température est appliquée a raison de 2°C/min sur un intervalle de 4°C a
90°C. Les données collectées sont traitées avec Excel afin de soustraire 1’effet du tampon a la

protéine.

B. Spectrométrie infrarouge avec transformation de Fourier
(FTIR)

Le FTIR est une technique qui permet d’obtenir le spectre d’absorption infrarouge de
I’échantillon, et une partie du spectre correspond au détergent.

Les mesures sont effectuées sur un spectrometre (VERTEX-70, Bruker, Allemagne) équipé
d’un détecteur de tellurure de mercure-cadmium (MCT). Celui-ci est mis sous air sec afin de
limiter les contributions spectrales de la vapeur d’eau atmosphérique.

Dans un premier temps, des standards contenant différentes quantités de détergent connues
sont utilisés pour déterminer la courbe de calibration. Les standards sont préparés dans le
méme tampon que celui utilisé pour la chromatographie d’exclusion. 20 uL sont déposés sur
le cristal. L appareil effectue 128 scans entre 800 cm™ et 3 500 cm™. La courbe de calibration

réalisée permet d’obtenir la quantité relative de détergent en solution ou li¢ avec la protéine.
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C. Etude par ultracentrifugation analytique

L’¢étude par ultracentrifugation analytique permet d’examiner I’homogénéité de 1’échantillon,

de déterminer la masse moléculaire, d’étudier le systéme d’association.

Dans notre cas, nous souhaitons déterminer les formes oligomériques de AfNTT2 et AINTT]1
en solution ainsi que la quantité de détergent liée. Les expériences de vitesse de sédimentation
sont effectuées sur une ultracentrifugeuse analytique XLI (Beckman Coulter, Palo Alto, USA)
a 42 000 rpm a 10°C, avec le rotor anti-60 et des cellules a doubles canaux de 12 mm de trajet
optique avec des fenétres de saphir. La référence utilisée est le tampon sans détergent.

L’acquisition a été faite en absorbance a 280 nm et en interférence.

L’étude est effectuée sur la plateforme de I’IBS Ultracentrifugation Analytique AUC.

D. Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire permet d’étudier la structure secondaire de protéines en solution en
utilisant ’'UV lointain. Les expériences ont été réalisées sur un spectropolarimetre (JASCO
model J-810) équipé d’un systéme de controle de température par effet Peltier. Pour cela, la
protéine en solution (20 mM Tris, 100 mM NaCl, 0,1% (w/v) LAPAO) est mise dans une
cuve a trajet optique de 1 mm. Pour obtenir la composition en structures secondaires, on

collecte I’émission entre 190 et 250 nm a 4°C.

E. Analyse par spectrométrie de masse

A partir d’'un gel d’acrylamide coloré au bleu, les bandes d’intéréts sont découpées pour
permettre d’identifier ’espéce. Dans un premier temps, les bandes d’acrylamide sont lavées
puis traitées pour la réduction et I’alkylation des cystéines et enfin digérées par la trypsine.
Les peptides sont ensuite extraits afin de les étudier par spectrométrie de masse MALDI TOF
MS (Autoflex, Bruker Daltonics). La matrice utilisée est composée d’acide sinapinique a 10

mg/mL dans un mélange acetonitrile/eau — 0,1%TFA (50 :50).

Cette étude est effectuée sur la plateforme de spectrométrie de masse de I’IBS.
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F. Test d’activité

1.  Import d’ATP radioactif dans des bactéries exprimant

NTT

La protéine AINTT est surexprimée en C41 ou C43. A partir de cette transformation, on
démarre une préculture de 5 mL contenant 50 pg/mL de kanamycine ou 100 pg/mL
d’ampicilline. Une fois que ces précultures ont atteints une Agoo de 1, elles sont utilisées pour
inoculer des cultures de 50 mL avec une absorbance Agg initiale de 0,1. Ces cultures sont
induites avec 0,1 mM d’IPTG a une Agy comprise entre 0,6 et 0,8. Aprés une induction a
20°C sur la nuit, les cellules sont centrifugées a 3900 g pendant 30 min a 4°C. Le culot est
lavé avec un tampon phosphate (50 mM KPi, pH 7) puis resuspendu dans le méme tampon
pour obtenir 0,1 g de cellules par mL de tampon. En paralléle, une culture d’E.coli
transformée avec un plasmide ne contenant pas la protéine d’intérét est réalisée dans les
mémes conditions. Elle servira de contrdle négatif dans les expériences. 10 uM (20 uM dans
la détermination des constantes de cinétique) d’[a->"P]JATP sont incubés avec 30uL de
suspension bactérienne pendant 15 min. Le transport est arrété par 1’ajout du KPi froid.
L’ATP non transporté est éliminé par filtration sous vide. Les filtres retenant les cellules sont
lavés trois fois avec 1 mL de KPi froid puis transférés dans des fioles de scintillation

contenant 3,5 mL d’eau. La radioactivité est mesurée grace un compteur de scintillation.

Pour les tests d’inhibition/compétition, les cellules sont préincubées pendant 15 min avec du
lysosyme a 0,5 mg/mL, puis mis en contact avec les composés a tester a 100 uM pendant 5

min. L’ ATP radioactif est ensuite ajouté, la réaction de transport est arrétée apres 15 min.

2. Mesure de la fluorescence des tryptophanes

La majorité des émissions fluorescentes d’une protéine repliée provient de I’excitation des
tryptophanes. L’influence de I’environnement direct du tryptophane se refléte sur la
fluorescence émise. Dans notre cas, la mesure de fluorescence permet de mesurer la fixation
de I’ATP sur la protéine. En effet, lorsque I’ATP (non fluorescent) se fixe sur son site de
fixation, la protéine subit un changement de conformation mesurable par la diminution du

signal de fluorescence. Les mesures sont effectuées a 20°C sur un PTI quanta master 4.
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La protéine en détergent est diluée afin d’avoir une concentration de 2 uM dans 100 uL. Ce
volume est ensuite mis dans une cuvette en quartz. Pour mesurer la fixation de I’ATP,
ANTT?2 est mis en présence de différentes quantités d’ATP (solution stock a 25 mM). En

parallele, la fluorescence du tampon est mesurée avec la méme quantité d’ATP.

Les tryptophanes sont excités a 295 nm. Le signal d’émission est collecté entre 300 et 400

nm.

Comme contrdle on utilise le NATA (N-Acetyl-L-tryptophanamide) qui est un analogue du

tryptophane. Cela permet d’¢liminer I’effet du filtre interne, en utilisant la formule suivante :

_ FNTT - FTampon
corrigé —
FNATA - FTampon

I1 faut aussi prendre en compte les facteurs de dilution. Il est donc nécessaire de corriger avec

la formule suivante :

F

F, corrigé — C

corrigé

avec Ceorigs correspondant a la concentration en AfNTT2 ou en NATA corrigée en fonction

des volumes ajoutés dans la cuve de lecture.

3. FRET

La technique du FRET (transfert d’énergie entre molécules fluorescentes ou transfert
d’énergie par résonnance de type Forster) consiste a quantifier les variations de 1’intensité de
fluorescence en mesurant la diminution de la fluorescence du donneur, et I’augmentation de
celle de I’accepteur. Un signal FRET peut apparaitre seulement si le spectre d’émission du

donneur recouvre le spectre d’excitation de 1’accepteur (Figure 2.1).

48



Donneur Accepteur

Figure 2.1 : Transfert d’énergie entre donneur et accepteur (Centre de biophysique moléculaire —

CNRS)

Comme pour la mesure de la fluorescence des tryptophanes, la protéine en détergent est
diluée a 2 uM dans 100 pL. L’ATP fluorescent utilis¢ est I’ATP couplé au fluorophore
MANTES (MANT-ATP) a des concentrations comprises entre 1 a 20 uM.

Pour enregistrer le spectre montrant le transfert d’énergie, les tryptophanes sont excités a 295
nm et le signal d’émission est collecté entre 300 et 500 nm. De plus, il est nécessaire de
mesurer 1’absorbance a 295 nm et 433 nm a chaque ajout du nucléotide fluorescent afin de

prendre en compte le filtre interne. La formule suivante est alors appliquée :

DOy95+ DO 33

=F,,.»x10 2 (Lakowicz, 2006)

corrigé observe’

4.  Incorporation dans les nanodisques

Dans un premier temps, les lipides conservés en chloroforme sont préparés. Le solvant est

évaporé sous un flux d’azote et puis les lipides sont séchés sur la nuit.

Le film lipidique est repris dans un tampon (20 mM Tris-HCI pH 7,4 ; 8,6 mg DDM/mL),

vortex¢ puis mis a incuber a 37°C pendant 10 min.
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ANTT?2, la protéine d’assemblage MSP1E3D1 et la solution lipidique sont mélangées selon
le ratio voulu : AINTT2/MSP1E3D1/Lipide 0,15/1/1 (w/w). Ensuite, le mélange est incubé
pendant 1h30 a température ambiante. En parall¢le, les biobeads-SM2 sont préparées par
différents lavages : 2 lavages avec de I’éthanol, 5 lavages avec de I’eau et 3 lavages avec le
tampon d’assemblage (20 mM Tris-Hcl pH 7,4; 100 mM NaCl, 0,5 mM EDTA). Les
biobeads sont ajoutés au mélange contenant ANTT2, la protéine d’assemblage et les lipides
selon le ratio suivant : 0,65 g de biobeads humides par mL de réaction. Ce mélange est incubé
pendant 2 h sous agitation a température ambiante. Apres ces 2 h, les biobeads sont enlevées
en filtrant la solution avec un filtre en PVDF. Au final, on observe la formation des
nanodisques par chromatographie d’exclusion avec une colonne superdex 200 (Tampon

d’¢lution : 10 mM NaPi pH 7,4 ; 150 mM NaCl)

III. Essais de cristallisation

Dans le cadre de ma these, les essais de cristallisation ont été réalisés par la technique de

diffusion par vapeur.

La protéine utilisée a été purifiée selon le protocole décrit précédemment puis concentrée.
Plusieurs concentrations ont été testées mais il semble que les concentrations proches de 10

mg/mL soient les plus aptes a cristalliser.

Les premiers criblages ont été réalisés sur la plateforme de cristallisation HTX du PSB avec
des plaques de 96 puits. Chaque goutte a un volume de 200 nL dont 100 nL de protéines

concentrées. Les différents kits commerciaux testés sont les suivants :
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Kit Description

The PEGs Sels faiblement concentrés avec comme précipitant du PEG 3350
ainsi qu’un large spectre de PEG (200 a 20 000) a pH 4

The Classics Criblage de base utilisé pour toutes les protéines

Crystal Screen Lite + | Différentes conditions avec sels, tampon et PEG.

PEG/ion

MembFac Différentes conditions pour protéines membranaires

Tableau 2.1 : Description des différents criblages utilisés.

Les plaques ont été¢ incubées a 20°C dans un Imager qui permet de prendre des photos en

visible et en UV a 1 jour, 3 jours, 15 jours, 1 mois.

Les conditions ayant donné des cristaux ont été¢ reproduites a la main afin d’obtenir des
cristaux de plus grande taille. Le volume final de la goutte était de 2 uL avec un ratio 1 :1

(protéine concentrée : mélange sels/précipitants). Le réservoir contenait 500 uL.
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Résultats
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Chapitre 3 : Résultats

I. Expression et purification des transporteurs NTT d’A. thaliana

A. Amélioration du protocole pour I’isoforme AfNTT1

Le clonage initial de la protéine A/NTT1 dans le vecteur pDEST 17 a été effectu¢ au préalable
par la technologie « Gateway » comme décrit dans la publication (Deniaud et al., 2011). Il en
résulte la construction suivante : HHHHHH- Cassette AttB1 — NTT1 — Strep. Une analyse par
protéolyse ménagée avait permis de mettre en évidence la flexibilité du c6té N-terminal. Afin
d’éviter des problémes d’hétérogénéité lors de la cristallisation, un site de coupure pour le

facteur Xa a été introduit apres les cing premiers acides aminés de la séquence.

Par la suite Pankaj Panwar (Theése 2008-2012) a montré que les cellules compétentes C43
(DE3) permettaient de produire des protéines fonctionnelles avec un rendement correct. La
purification établie avec cette construction comportait une étape de chromatographie
d’affinité sur une colonne de streptavidine. Cependant, les essais cristallisations menées avec

ce protocole ont conduit a des cristaux de streptavidine (Panwar et al., 2012).

Dans le cadre de ma thése, plusieurs optimisations de ce protocole ont été réalisées afin

notamment de rectifier le probléme de reproductibilité constaté entre chaque purification.

1.  La surexpression

u X ion, nous av 2 3 au
Tout d’abord concernant 1’expression, nous avons cherché a augmenter les rendements de
production, en testant si la fermentation pouvait présenter un avantage par rapport a la culture

en Erlen.

D’aprés les différents résultats de surexpression décrits dans le tableau 3.1, la production en
fermenteur n’a pas été retenue. En effet, méme si en fermenteur la biomasse produite est bien

plus élevée qu’en Erlen, la quantit¢ d’4A/NTT1 ne semble nettement pas plus importante. De
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plus, la méthode en Erlen semble la plus intéressante étant donnée que la quantité de

contaminants est moins importante.

Mode

Milieu

Induction

IPTG

Durée

°C)

Quantité

produite dans les

membranes et

rendement

Pureté

Fermenteur

2L

B

0,5
mM

18h

20°C

768 mg de
protéines
membranaires,
392 ug NTT1
=>0,05%

NTT1-

OO0 WA

Fermenteur

2L

B

0,1
mM

18h, puis

2éme

induction de

4h

30°C

240 mg de
protéines
membranaires,
260 ug NTT1
= 0,11%

NTT1-

2 LR

Erlens

8x1L

TB

0,1
mM

4h

37°C

360 mg de
protéines
membranaires,
470 ug NTT1
= 0,13%

Erlens

8x1L

B

0,1
mM

18h

20°C

193 mg de

protéines

membranaires,

500 ug NTT1
= 0,3%

NTT1-

-

Tableau 3.1 : Description des différentes méthodes de surexpression de la protéine AtNTTI. Les deux
premiers gels SDS-PAGE sont colorés au bleu de coomassie et les deux derniers a [’argent. Les

marqueurs de masses moléculaires se situent a droite.
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2. La solubilisation

La solubilisation est une étape majeure pour le reste de la purification (cf description
protocole de purification dans Matériels et méthodes). En effet, il est nécessaire de choisir le
détergent permettant de solubiliser un maximum de protéine d’intérét bien repliée. En général,
une dizaine de détergents est testée lors de la premiére étape de solubilisation. Ces détergents
sont répertoriés dans le tableau 3.2 avec leurs caractéristiques principales (taille de la micelle,
concentration micellaire critique, degré d’efficacit¢ du détergent). Les différents détergents

testés appartiennent a différentes familles.

Micelle Description Cmc

Micelle de petite taille | Détergent relativement

(nombre  d’agrégation : | « dur » : seules 20% des

LDAO =70 ; Masse moléculaire | protéines membranaires sont 1x10° M
de la micelle : 16kDa) résistantes a son effet
dénaturant
Nombre d’agrégation | Détergent relativement
LAPAO | =126 ; masse moléculaire | « dur » 1,6 x10° M

de la micelle : 38kDa)

(Nombre d’agrégation | Détergent relativement
~63; Masse moléculaire | « doux » caractérisé par une
CYMAL 6 | de la micelle 32kDa) force ionique faible 56x10°M
dépendant du  nombre

d’agrégation

Large micelle (Nombre | Détergent « doux » et est
d’agrégation =98 ; masse | favorable pour maintenir la .
DDM ) ) ] 1L5x 10" M
moléculaire de la micelle | fonctionnalité des protéines

50kDa) qui ont tendance a agréger.

Taille des micelles | Augmente la stabilité des
MNG3 inconnues protéines, aide a la 1x10°M

cristallisation.
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Micelle compacte | Détergent relativement
(Nombre d’agrégation | « dur » mais moins que
B-OG . 2,5x10% M
=90 ; masse moléculaire | LDAO
de la micelle 26kDa)
Micelle de petite taille
(Nombre d’agrégation 3
CHAPS ' 8x10° M
~10, masse moléculaire de
la micelle 6kDa)
Micelle de petite taille | Détergent  «dur»  qui
(nombre d’agrégation | permet de solubiliser la
Foscholine | =54 ; masse moléculaire | majorit¢  des  protéines 3
LLSx 10" M
12 de la micelle 19 kDa) membranaires mais peut

atteindre 1’intégrité et donc

la fonction des protéines

Tableau 3.2: Description des différents détergents utilisés pour la solubilisation et la purification (le

Maire, 2000);(Chae et al,2010)

Dans le cas de AINTTI, un premier criblage avait déja été effectué¢ par P.Panwar ; je n’ai donc

pas testé tous les détergents détaillés dans le tableau 3.2.
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Foscholine 12
Foscholine 14

LAPAO
B OG
LDAO
DDM

ANTT ] el =25

++ ++ - + + ++

Figure 3.1 : Test de solubilisation effectué pour AtNTTI : Western Blot révélant AtNTT1 marqué par

anticorps anti-HIS. Le marqueur est donné en kDa.

La Figure 3.1 montre que la Foscholine 12, le LAPAO et le DDM permettent une bonne
solubilisation. Sur un critere de quantité, notre choix s’est porté sur la Foscholine 12.
Cependant les tests d’activité¢ et de stabilité présentés dans les paragraphes suivants ont
montré que la purification compléte en Foscholine 12 ne permettait pas d’obtenir la protéine
dans les meilleures conditions alors qu’apreés échange en LAPAO, la protéine obtenue est
plus stable et active. Ces deux détergents sont zwitterioniques et ont donc une charge nette
égale a zéro. La Foscholine est composée d’une téte similaire aux phospholipides et d’une
seule queue hydrophobe. Ces caractéristiques lui permettent de former des micelles et plutdt
que des bicouches. Cette forme particulicre lui permet d’étre trés efficace pour la
solubilisation des protéines membranaires (Kefala et al., 2010). Le DDM semble permettre
aussi de solubiliser efficacement AfNTT1. Des essais complémentaires pourront étre conduit

afin d’évaluer I’efficacité de cette solubilisation en DDM sur le reste de la purification.
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Chapitre 3 : Résultats

3. La purification

Bien que I’étape de purification par chromatographie d’affinité avec I’étiquette STREP soit
plus spécifique, il semble qu’elle entraine la formation de cristaux contaminants (Panwar et
al., 2012). Pour éviter cela, cette étape a donc €éliminé du protocole initial et un codon STOP a

¢été introduit avant I’étiquette STREP placée en C-terminale (Figure 3.2).

His AttB1 Xa NTT1

— G| N

Figure 3.2 : « nouvelle » construction permettant de surexprimer AtNTTI en cellules E.coli C43
(DE3). L’étiquette poly-HIS, AttBI1 est une cassette de clonage provenant du systeme Gateway, le site
de clivage par le facteur Xa et la protéine NTT1I.

D’autres modifications ont également été apportées au protocole principalement pour I’étape
de chromatographie d’affinité sur colonne de nickel afin d’améliorer la pureté de I’échantillon
final (modification de la longueur de I’étiquette HIS, modification des concentrations en

imidazole, changement de type de résine Nickel).

Le schéma de purification a finalement été réorganis¢ comme décrit sur la figure 3.3 afin

d’améliorer la quantité, la reproductibilité et la pureté de la purification.

Préparation de
membrane

Expression

Solubilisation

Protéine pure en Chromatographie
détergent d’affinité

Figure 3.3 : Résumé des grandes étapes du protocole de purification.
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4.  Purification type

Dans ce protocole de purification, la solubilisation nécessite 1% (w/v) de Foscholine 12 pour
solubiliser le maximum de protéine. L’échange avec le LAPAO s’effectue a 1’étape de la

chromatographie d’affinité, la Foscholine 12 étant remplacée par 0,1% (w/v) de LAPAO.

Un exemple de purification est montré en Figure 3.4. Dans ce cas, la protéine A{NTT1 avait
été purifiée a partir d’une préparation de membrane obtenue a partir de 8 L de culture induite
avec 0,1 mM d’IPTG pendant 18h a 20°C. Les différentes étapes de purification décrites dans
la Figure 3.3 ont été effectuées. On observe le profil de chromatographie d’exclusion sur la
Figure 3.4 a. Le pic principal est fin mais pas complétement symétrique ce qui suggere que ce
pic ne contient pas qu’une seule espece. Pour le vérifier, nous avons déposé les différentes
fractions sur un gel d’acrylamide a 12% coloré a I’argent (Figure 3.4b). Celui-ci montre
différentes especes dans la solution finale. En sortie de chromatographie d’exclusion, la

protéine n’est donc pas totalement pure.

Chromatographie d’affinité

(b)
(a) . Chromatographie d’exclusion
NTT1 purifié en 0.1% LAPAO \
- la 5 6 71
- Agrégat ou
<. 400+ _— e < contaminants
2
% 2004 s W <«—ANTT1
c Dégradations
2 0 k - ou protéines
c T T 1 provenant du
- 10 20 30 systéme
— - d’expression?
-200- Volume (ml) A4

Figure 3.4 : profil typique de chromatographie d’exclusion et gel SDS PAGE. Purification obtenue a
partir de 8 L de culture (360 mg de protéines totale).

(a) Profil de chromatographie d’exclusion sur colonne Superdex S200 10/300 GL

(b) Gel SDS PAGE 12% coloré a [l'argent. Les différentes fractions sorties de la colonne de
chromatographie d’exclusion de la figure (a) sont déposées sur ce gel.

1) Marqueur de masse moléculaire, donné en kDa.

2) Chromatographie d’affinité : fraction non retenue par la résine de nickel

3 Chromatographie d affinité : élution de la protéine de la colonne de nickel

4) a 7) Chromatographie d’exclusion : pic principal composé de 4 fractions de 500 ul. La piste 7

correspond au sommet du pic
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Les quantités obtenues sont d’environ 0,3 mg/mL dans 500 pL en sortie de chromatographie
d’exclusion soit 150 pg de AMNTTI1 pour 8 L de culture ce qui permet d’effectuer la

caractérisation fonctionnelle et biophysique.

La calibration de la colonne Superdex S200 10/300GL permet d’approximer la taille des
¢léments en sortie de la colonne de chromatographie d’exclusion. La masse moléculaire
correspondant au maximum du pic d’¢lution est estimée a environ 280 kDa (avec la masse
moléculaire d’un monomere de AINTT1 de 60 kDa). Afin de conclure quant a la composition
du complexe protéine-détergent et de I’état oligomérique de A/NTTI, il faut prendre en
compte la quantit¢ de détergent 1i¢, mais il semble que la protéine forme au moins des
dimeéres en solution. La chromatographie d’exclusion ne permet pas de connaitre la quantité
de détergent associée, c’est pourquoi une analyse par ultracentrifugation analytique a été

réalisée (Cf Oligomérisation, Partie B).

B. Nouveaux développements pour I’isoforme 4A7ZNTT?2

1.  L’expression

En parall¢le, nous nous sommes rapidement intéressés a la deuxiéme isoforme existante chez
Arabidopsis thaliana, AINTT2, pour laquelle peu de données préliminaires sont connues. En
partant de I’ADNc d’Arabidopsis thaliana (fourni par Norbert Rolland), le géne exprimant
ANTT?2 a été cloné dans un vecteur pETM-11. Tous les essais de surexpression de la protéine
entiere (P92935 contenant la séquence transit, résidus 1 a 618, Cf annexe 2) se sont

malheureusement avérés infructueux.

Nous avons alors réalisé une troncation en N-terminale de 85 acides aminés afin d’éliminer le
peptide signal (composé de 43 acides aminés d’apreés la prédiction de ChloroP server,
Technical University of Denmark (Bendtsen et al., 2004) et une région prédite comme
désordonnée par le logiciel PFAM (http://pfam.xfam.org/). Une troncation en C-terminale a

¢galement permis d’enlever une autre région désordonnée de 30 acides aminés.

Ces différents ajustements ont résulté en une construction comprenant les résidus 85 a 588
d’ANTT2 (figure 3.5). Dans la suite du manuscrit, la numérotation utilisée sera basée sur la

forme compléte (comprenant la séquence d’adressage) de la protéine ANTT2.
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SHis TEV NTT2

—

85 588

Figure 3.5 : Schéma de la construction utilisée pour exprimer AtNTT?2

Nous avons vérifié que celle-ci était fonctionnelle par des mesures d’import d’ATP
radiomarqué sur des cellules E. coli surexprimant la protéine (cf IL.F.1. de la partie Matériels

et Méthodes). Ensuite, nous avons réalisé de nouveaux tests d’expression.

Nous avons testé en priorité les souches C41 (DE3), BL21 (DE3) et C43 (DE3) (Figure 3.6).

cal
r BL21
C43

70-

)

Figure 3.6: Tests d’expression de AtNTT2 dans différents types de cellules. Western Blot avec

révélation par anticorps anti-HIS. . Le marqueur est donné en kDa.

AINTT?2 est surexprimée en C41 et BL21. Des cultures plus importantes ont été réalisées a
partir de ces deux souches, puis les membranes ont été préparées et les étapes de purification
réalisées de facon identique. La purification est moins efficace lorsque la protéine est
surexprimée en BL21 (DE3). En effet, la quantit¢ de contaminants est plus importante alors
que le rendement final est moins bon. Nous avons donc sélectionné la souche C41 (DE3)

(données non montrées).
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Chapitre 3 : Résultats

2. La solubilisation

Comme indiqué pour A/NTTI1, la solubilisation a été testée avec plusieurs détergents (cf
tableau 3.2).

holine 14
(o]

mal 6

ta 0G
all

~ w "
E & <

scholine 12

75
55

35-

25

Figure 3.7 : Tests de solubilisation en différents détergents : Western Blot révélant AtINTT2 marqué
par anticorps anti-HIS. Les membranes sont solubilisées pendant 1h dans différents détergents puis

ultracentifugées pour éliminer les éléments non solubilisés. Le marqueur est donné en kDa.

Dans un premier temps, il est important de regarder 1’efficacité de solubilisation (maximum
de protéine solubilisée). La Figure 3.7 montre que plusieurs détergents sont capables de
solubiliser AfNTT2 : LAPAO, Foscholine 12, Cymal 7, Foscholine 14, LDAO. Les plus
efficaces sont de la famille des Foscholine (12 et 14), viennent ensuite le LAPAO et LDAO.

Compte tenu du faible rendement de production nous avons dans un premier temps privilégié
I’utilisation de la Foscholine 12. Nous verrons dans les paragraphes suivants que les tests de

caractérisation nous ont permis de finaliser notre choix.

3. La purification

La purification de A/INTT?2 s’effectue ensuite selon le protocole établi avec AfNTT1. Plusieurs
détergents (DDM, LAPAO, MNG3, LDAO et B-OG) ont de nouveau été testés pour cette
¢tape afin de rechercher les meilleures conditions de stabilité de la protéine en solution (afin

d’éviter la formation d’agrégats) mais aussi la meilleure pureté.
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Le LAPAO a été testé car il a permis de cristalliser le transporteur mitochondrial d’ADP/ATP
(bAAC, (Pebay-Peyroula et al., 2003)). Ensuite le DDM, le LDAO et le B-OG ont été testés
car ce sont des détergents dont les caractéristiques sont bien connues et qui ont permis de
cristalliser de nombreuses protéines membranaires. Enfin, le MNG3 qui a la particularité
d’étre composé de deux molécules de DDM (Cf Annexe 3), est un détergent récemment

synthétisé qui semble permettre une meilleure stabilité des protéines (Chae et al., 2010).
Les détergents sont échangés sur la colonne de chromatographie d’affinité.

La Figure 3.8 montre ensuite les profils obtenus en chromatographie d’exclusion avec les

différents détergents ainsi que le gel SDS page associé.

— -|-75 —
= —— : -55 75- :
50- - - 55-| G e
800~
- | NTT2 DDM
2 600- — NTT2 LAPAO
£ - NTT2 MNG3
~ 400~
2
»n -
@ 200 /
% 0+ - /VL
_— 10 15 20 25
~200- Volume (mL)

Figure 3.8 : Ces chromatographies par exclusion sont obtenues apres une solubilisation en
Foscholine 12 puis en échangeant le détergent lors de [’étape de chromatographie d’affinitée. Compte
tenu des cmc de chacun des détergents, le DDM et le MNG3 sont utilisés a une concentration de

0,05% dans les différents tampons alors que le LAPAO est utilisé a une concentration de 0,1%.

Différents profils sont obtenus : un profil avec un pic unique (cf en DDM) trés similaire a

celui obtenu avec ANTTI et un profil avec un épaulement a droite (Figure 3.4).
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Le profil obtenu en DDM semble trés prometteur. Néanmoins, dans ces conditions, on note la
présence de contaminants, méme si leur quantité est faible et la protéine surtout précipite au

cours de la concentration.

La purification en B-OG entraine une agrégation de la protéine directement apres 1’échange

entre la Foscholine 12 et le B-OG (données non montrées).

Pour la purification en LAPAO, nous avons pu vérifier sur gel SDS-PAGE que I’épaulement
contient uniquement la protéine AfNTT2, les autres contaminants ne semblent pas étre
présents. Quant au MNG3, il permet d’obtenir les mémes bandes et la méme quantité de

AINTT2 que pour le DDM.

Nous avons donc choisi le LAPAO a 0,1% qui permet d’obtenir des fractions plus propres et

une quantité plus importante qu’avec le MNG3.

4.  Purification type

Ces différents tests ont permis de déterminer le détergent favorable pour AZNTT2. Une fois ce
critere déterminé, il est possible d’effectuer des purifications a plus grande échelle afin de
produire suffisamment de protéine pour faire des tests de caractérisation et des essais de

cristallisation.

Une petite partie des protéines produites forme des agrégats qui sont ¢liminés avec le volume
mort de la colonne de chromatographie d’exclusion. La Figure 3.9. montre les deux profils
obtenus lors de la purification de A/INTT2. Ces différents profils sont probablement diis a la

préparation de membrane et surtout a 1’expression en E. coli.

Majoritairement, le profil avec un pic unique est obtenu. Cependant, plusieurs purifications

ont permis d’observer un épaulement et d’avoir ainsi une meilleure purification

En 0,1% LAPAO, le pic principal est assez fin mais asymétrique (courbe violette sur la Figure
3.9 a). Ceci suggere la présence de contaminants, ce qui est confirmé en déposant les fractions
sur gel SDS PAGE. Dans le cas ou le profil obtenu présente un épaulement (courbe rouge sur
la Figure 3.9 a), I’analyse du gel SDS PAGE correspondant (Figure 3.9 b.) montre que les
deux pics contiennent des especes différentes, la séparation est donc plus efficace. Le premier

pic semble contenir plusieurs espéces : une espece qui migre sur gel autour de 120 kDa,
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plusieurs especes ou une dégradation autour de 55 kDa et au moins deux autres contaminants
avec de plus faibles masses molaires. L’épaulement contient majoritairement une espece
ayant un masse moléculaire similaire a A/INTT2. Les deux fractions de ce pic semblent plutot
pures. On obtient alors 260 pg de ANTT2 dans 1 mL. Cette quantité de protéine sera utilisée

pour des tests de caractérisation.

(a) . (b)
NTT2 en 0,1% LAPAO Chromatographie d’affinité

800- Chromatographie d’exclusion
2 — Bonne séparation , A \
S 600 — Profil typique 2N eSS G910
; < ‘ B
Z 751: - ‘
c 4004 554
2 40 5 g - T e e e
c <
= 200+ t b

c L] — L L] ‘
0 10 20 30 -~ 8

Volume (ml)

Figure 3.9 : Comparaison de profils de chromatographie d’exclusion sur colonne Superdex S200

10/300GL d’une purification effectuée en 0,1% LAPAO.
(a) profil de chromatographie d’exclusion sur Superdex S200 10/300GL, en violet, le profil typique le

plus souvent obtenu et en rouge, une bonne séparation.

(b) gel SDS PAGE a 12% d’acrylamide de la purification avec bonne séparation (rouge)
1) marqueur de masses moléculaires, donné en kDa.

2) Surnageant de solubilisation des protéines par 1% de Foscholinel2

3) 2°™ lavage des billes de nickel

4) Elution des protéines portant l’étiquette His avec 400 mM d’imidazole

5) a 8) Pic principal composé de 4 fractions de 500 uL
9) et 10) Epaulement composé de 2 fractions de 500 ul
L’¢tude du profil avec épaulement de la Figure 3.9 permet de mettre en avant certains

parametres importants :

- la quantité¢ d’agrégat est relativement faible par rapport a la quantit¢ de ANTT2

produite.

- le profil montre un épaulement contenant AfNTT2 et un pic contenant différentes

especes
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- grace aux volumes d’¢lution, il est possible de déterminer la masse moléculaire
apparente du complexe protéine-détergent : pour I’épaulement la masse moléculaire
apparente serait de 170 kDa (volume d’¢élution a 12,5 mL) et pour le pic de 260 kDa

(volume d’¢lution a 11,5 mL).

Afin d’identifier plus clairement les différentes especes en fin de purification, une analyse est
réalisée par spectrométrie de masse : les fractions sont déposées sur gel SDS PAGE coloré au

bleu de Coomassie et les bandes d’intéréts sont découpées pour étre analysées (Figure 3.10).

e _OmpkF : Forme des pores qui

,. permettent la diffusion passive
—
! - —

a'_—_— de petites molécules a travers la

membrane externe.
Cytochrome o Ubiquinol Ubiquinol oxidase sous unité 2

- -
NTT2
oxidase sous unité 3 :

’

La bande inférieure est
NTT2

s rrrr.*,ﬂ-

1

Provenant de la chaine respiratoire de E.coli. Localisées dans la
membrane interne

Figure 3.10 : Caractérisation des différents contaminants en fin de purification par spectrométrie de

masse apres digestion a la trypsine.

D’apres 1’analyse par spectrométrie de masse, il apparait que deux types de contaminants
provenant du systéme d’expression d’E.coli, semblent étre encore présents en fin de
purification. OmpF est une protéine membranaire qui se situe dans la membrane externe de
E.coli. Pour éliminer cette protéine, plusieurs approches ont été testées mais restées sans
succes : ¢limination des membranes externes par formation de sphéroplastes et par
surexpression de la protéine dans des cellules C41 (DE3) délétées en OmpF. La formation des

sphéroplastes entrainait une trés grande perte en protéine d’intérét alors que les cellules
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délétées en OmpF avaient compensé en surexprimant une autre porine. Les protéines de la
chaine respiratoire d’E.coli sont plus difficiles a éliminer.
Les simples modifications apportées au protocole nous permettent cependant de nous

débarrasser majoritairement des contaminants.

III. Fonction de la protéine en membrane

Comment mesurer la fonction d’un transporteur ? Il est possible de mesurer un transport ou
d’observer la fixation du ligand par la protéine d’intérét. La premiere méthode est possible
lorsque le transporteur est surexprimé dans les membranes d’E.coli ou lorsque la protéine est
reconstituée dans un liposome apres purification. En effet, le systéme constitué posséde un
extérieur et un intérieur séparés par une membrane. Le transport mesuré est donc di a la

protéine.

A. Détermination des différentes constantes cinétiques

Afin de vérifier que les constructions permettant de surexprimer la protéine sont actives, une
expérience mesurant le transport de I’ATP radioactif a été mise en place. Cette technique
permet de tester I’activité de la protéine dans un environnement proche de I’environnement

naturel.

Les protéines sont surexprimées dans les membranes plasmiques d’E.coli puis I’expérience
consiste @ mesurer la quantit¢ d’ATP radioactif importée par la protéine a I’intérieur des
cellules aprés un certain temps. ANTT est capable de transporter I’ATP et I’ADP, pour le

besoin de I’expérience, seul I’0-"*P-ATP est utilisé.

Dans un premier temps, il est important de mesurer la vitesse initiale d’4{NTT2 pour ajuster

le temps utilisé lors de la mesure de transport (Figure 3.11).
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Figure 3.11 : transport d’a->P-ATP par la protéine AINTT2 au cours du temps. Les barres d’erreur

sont obtenues a partir de triplicat.

Tout d’abord, en comparant la quantité¢ d’ ATP radioactif transportée par les cellules d’E. coli
exprimant le vecteur vide et celles exprimant AfNTT2, nous constatons qu’AfNTT2 est bien
responsable du transport et que cette protéine est donc bien active (Figure 3.11). Méme si
apreés 40 min d’incubation le plateau n’est pas encore atteint, il est possible en tragant la
tangente a la courbe a son origine de mesurer la vitesse initiale du transport assuré par
ANTT2. La vitesse initiale mesurée est de 10,4 pM/min pour 10 uM d’ATP marqué. Cette
Figure permet aussi de déterminer la gamme de temps correspondant aux conditions de

vitesse initiale, tout en ayant une valeur mesurable. Le temps choisi est de 15 min.

Dans un deuxiéme temps, nous avons mesuré les constantes cinétiques pour AINTT1 et
ANTT2. Pour cela, les cellules surexprimant la protéine d’intérét sont incubées pendant 15
min avec une concentration croissante d’ATP radioactif allant de 10 uM a 200 uM. Les

données obtenues sont rapportées en fonction de la quantité de protéine surexprimée dans les

cellules (Figure 3.12).

Grace a ce graphique, le Ky, est déterminé. En effet, a partir de 100 uM d’ATP, un plateau de
saturation est atteint pour les deux protéines. Le K, de AfNTT2 est 17 uM et AINTT1 est 20
uM. Ces valeurs sont comparables aux données de la littérature (Mohlmann et al., 1998;

Trentmann et al., 2000)
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Figure 3.12 : Saturation du substrat par le transport de 1’0=">P-ATP dans les cellules d’E.coli. Les

barres d’erreur sont obtenues a partir de triplicat.

B. Transport des nucléotides

Dans la littérature, le transporteur AfNTT1 est décrit comme transportant principalement
I’ATP et I’ADP. Cependant, ses homologues bactériens sont capables de transporter le GTP.
Pour vérifier la capacit¢ d’A/NTT2 a transporter les nucléotides, les cellules d’E.coli
surexprimant cette isoforme sont incubées dans 20 uM d’ATP marqué en présence de 300 uM

d’un autre nucléotide. Une compétition pourra étre observée avec les nucléotides transportés

ou liés par la protéine.
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Figure 3.13 : Compétition entre 1'a-""P-ATP et les différents nucléotides, en E.coli. Les barres

d’erreur sont obtenues a partir de triplicat. Ces résultats ont été reproduits 3 fois.

D’apres cette premicre partie de résultats montrée en Figure 3.13, ’ATP et I’ADP sont les
seuls nucléotides transportés par AINTT2. Ceci confirme les premicres données obtenues dans

la littérature.

Les dérivés fluorescents d’ADP ou d’ATP permettent de sonder les liaisons possibles entre la
protéine et les nucléotides. Trois types de dérivés ont été utilisés : MANT-ATP(ADP), TNP-
ATP(ADP) ou étheno-ATP(ADP). Le MANT et le TNP sont attachés au ribose alors que
I’éthéno est relié a 1’adénine. Afin de pouvoir utiliser la fluorescence de ces dérivés pour
comprendre la liaison des nucléotides, nous nous sommes d’abord intéressés a leur propriété
de transport en suivant la compétition de ces nucléotides au transport d’ATP radioactif

(Figure 3.14).
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Figure 3.14 : 1) structure des différents ATP fluorescents et XTP,

2) les résultats obtenus par un test de compétition entre les nucléotides et I’ATP marqué.
Les barres d’erreur sont obtenues a partir de triplicat. Cette expérience n’a été effectuce qu 'une seule

fois au moment de la rédaction du manuscrit.
D’apres la figure 3.14, la compétition peut €tre découpée en 3 groupes :

- Compétition totale avec I’ATP marqué : ATP, ADP
- Compétition presque totale : Etheno-ATP, Etheno-ADP
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- Compétition partielle (transport atténué d’environ 50%): TNP-ATP, TNP-ADP,
MANT-ATP, MANT-ADP, XTP, XDP, MANT-XTP et MANT-XDP.

La compétition avec les trois nucléotides fluorescents (MANT, Etheno ou TNP) est moins
forte que pour le nucléotide seul (ADP ou ATP). Les dérivés etheno se comportent de fagon
assez similaire a ’ATP ou I’ADP. La fonction etheno ne semble que peu impacter la
reconnaissance du nucléotide car la compétition observée (31% d’activité résiduelle dans le

cas de I’Etheno-ADP) est proche de celle du nucléotide seul (23% dans le cas de ’ADP).
Les dérivés MANT, TNP et XTP se comportent en revanche différemment.

La xanthosine triphosphate (XTP) est un nucléotide synthétique qui n’est pas produit par les
cellules vivantes. Néanmoins certains transporteurs sont capables de le lier (Aronsson et al.,
2003). ANTT2 semble étre capable d’interagir avec le XTP et I’XDP (ainsi que les
nucléotides fluorescents correspondants). En effet, ces nucléotides entrainent une diminution
de la radioactivité (activité restante autour de 40%), montrant une compétition avec I’ATP
marqué. La présence du MANT pourrait diminuer I’affinité du nucléotide pour la protéine
comme pour I’ATP et I’ADP. Toutefois, il est aussi possible que I’XTP et I’XDP agissent

comme des inhibiteurs de la protéine.

C. Effet du pH

De nombreuses études ont été menées sur le transporteur mitochondrial AAC dont la structure
est connue depuis 2003 (Pebay-Peyroula et al., 2003). Une étude portant sur I’impact du pH
sur I’activité de la protéine a ainsi été récemment menée par S. Ravaud et collaborateurs. Ces
données montrent que le transport d’ATP par hAACI1 présente un pic d’efficacité autour de
pH 6 et suit une courbe en cloche autour de ce pH (Bidon-Chanal A., 2013). AAC et NTT
reconnaissent et transportent les mémes subtrats, il était donc intéressant de conduire des
expériences similaires sur NTT. Nous avons alors pu constater un comportement différent :
NTT voit son activité¢ augmenter progressivement en fonction du pH jusqu’a atteindre un

plateau autour du pH 8 (figure 3.15).

Dans le cas de hAACI, la protéine n’est pas seulement sensible a la protonation/déprotonation
du substrat, son activité est aussi modifiée par la présence d’un résidu lysine qui est maintenu

sous forme déprotonée dans des conditions basiques. En effet, d’aprés Bidon-Chanal et al
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(Bidon-Chanal A., 2013), la sensibilit¢ au pH de hAAC est due a une lysine hautement
conservée chez toutes les AAC. Ce résidu K22 est situé dans le milieu de la cavité et n’engage
aucune liaison avec les résidus voisins. L’ADP™ va établir plusieurs interactions avec les
chaines latérales de plusieurs résidus de la cavité dont K22. Lorsque le complexe est stable,
les pKa de I’ADP™ et de K22 varient fortement en fonction de la distance du nucléotide du
bas de la cavité. Ainsi K22 reste déprotoné et I’ADP’" reste protoné malgré la variation de

pH.

Dans le cas de NTT, a pH bas, I’ATP est protoné et n’est donc pas transporté par la protéine
qui n’est capable de transporter que I’ATP*. Ainsi plus le pH de I’environnement augmente,
plus la déprotonation du substrat est importante. L’efficacit¢ du transporteur est donc
augmentée en fonction de cette déprotonation de I’ATP. Il semble que contrairement a AAC,

I’activité de NTT ne soit dépendante que de I’état de I’ATP.

NTT1
-= AAC

100

pM ATP/min

50+

% Species

5 6 7 8 9
pH

Figure 3.15 : Efficacité du transport en fonction du pH pour deux transporteurs d’ADP et d’ATP
(hAAC et AtNTTI). Les barres d’erreur sont obtenues a partir de triplicat. Courbe de

protonation/déprotonation de I’ATP en fonction du pH (journal of Materials Chemistry).
Ce résultat s’ajoute aux différences connues entre les deux transporteurs (voir introduction).

Il est a noter que la zone de pH optimale pour NTT correspond aux pH physiologiques des
chloroplastes. En effet, dans 1’espace intermenbranaire le pH est de 7. Dans le stroma il est de

8 a la lumiére, et de 7 a I’obscurité.
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D. Recherche d’inhibiteur

Les inhibiteurs sont un outil précieux pour les caractérisations fonctionnelles (contrdle de la
spécificité de D’activité mesurée) et la cristallisation des protéines (stabilisation d’une
conformation). Ainsi 'utilisation du CATR était une étape clé pour la cristallisation du
transporteur AAC (cf figure 1.2) (Pebay-Peyroula et al., 2003). Au cours de sa thése, P.
Panwar a entrepris la recherche de nouveaux ligands pour AAC autres que les inhibiteurs déja
connus pour stabiliser la protéine et la « bloquer » dans une conformation qui pourrait étre
cristallisée. Il a ainsi réalisé un docking moléculaire : a partir de 35 millions de composés
commercialement disponibles rassemblés sous forme d’une base de données nommée ZINC,
un certain nombre de molécules ayant les caractéristiques nécessaires pour étre un inhibiteur

de AAC a été sélectionné :

- masse moléculaire inférieure a 500 Da
- chargée négativement

- similaire a 80% a I’ADP

- G score élevé

- Interaction dans le site de liaison du CATR

Ce criblage a permis de sélectionner 18 molécules susceptibles d’inhiber ’activité d’AAC.
Ces composés ont été testés grace aux tests de transport d’ATP radioactif précédemment

décrits. Pour AAC, il s’est avéré qu’un seul composé permettait effectivement de réduire

I’activité de plus de 50% a 100 uM et plus 90% a 500 uM.

AINTT1 et ANNTT2 transportent les mémes nucléotides que AAC. En revanche aucun
inhibiteur de ces protéines n’est connu, elles ne sont par exemple pas inhibées par CATR ni

BA. Il nous semblait donc intéressant de tester ces 18 molécules pour AINTT1 et AINTT2.

Pour ArNTT1, aucun compos¢ ne semble agir sur 1’activité¢ de la protéine alors que pour

AINTT2 la molécule C3 semble inhiber le transport (Figure 3.16).
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Figure 3.16 : Effet inhibiteur des différents composés venant du docking sur AtNTT1 et AtNTT2. Ces

expériences ont été répétées 2 fois.

D’autres tests complémentaires seront nécessaires pour valider I'impact du C3 sur le
transport. Dans un premier temps, le composé sera testé avec différentes concentrations. Il

sera ensuite nécessaire de vérifier si la protéine en détergent est sensible au C3.

IV. Liaison des nucléotides

Le deuxiéme moyen permettant d’évaluer la fonction d’un transporteur est d’observer la
fixation de son/ses ligand(s). Cette méthode consiste a purifier la protéine et a étudier quel

genre de molécules est capable de se lier au transporteur. Cependant, la caractérisation n’est

que partielle, cette méthode permet surtout d’étudier la liaison.

A. Fluorescence des tryptophanes

Une fois la protéine purifiée en détergent, il est important de wvérifier différentes
caractéristiques dont la fonctionnalité de la protéine. Pour cela, nous avons exploré la
possibilit¢ d’utiliser la fluorescence des tryptophanes. En effet, le comportement du

tryptophane refléte son environnement. Si le tryptophane se situe prés du site de

reconnaissance des nucléotides, alors un effet est observé sur la fluorescence. AINTTI1 et

AINTT?2 possedent dix tryptophanes répartis dans la séquence dont trois pres des acides
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aminés supposés impliqués (Cf Figure 1.6, acides aminés en vert) dans les sites de

reconnaissance de I’ATP et ADP (Trentmann et al., 2000).

Cette technique consiste a exciter les tryptophanes de la protéine a 295 nm et d’étudier la

fluorescence émise entre 300 et 400 nm en présence des nucléotides.

Différentes concentrations en nucléotides sont testées afin de vérifier la réponse de la protéine

tout en sachant que le K, de 'ATP de AINTTI et AINTT2 est d’environ 20 uM.

AtNTT1 en 0,1% Foscholine 12
400+

— NTT1

= — NTT1+ 310uM ATP
< 3007 NTT1 + 625uM ATP
% — NTT1 + 937uM ATP
2 200-
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Figure 3.17 : Spectres de fluorescence de AtNTTI purifiée en Foscholine 12 collectés entre 300 et 400

nm apres excitation a 295 nm. Différentes concentrations en ATP sont testées. Ces résultats ont été

reproduits 2 fois.

AtNTT2 en 0,1% LAPAO
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Figure 3.18. Spectres de fluorescence de AtNTT2 purifiéce en LAPAO collectés entre 300 et 400 nm
apres excitation a 295 nm. Différentes concentrations en ADP sont testées. Des courbes similaires ont

été obtenues a plusieurs reprises sur des purifications différentes.

La protéine A{NTT1 purifiée en Foscholine 12 depuis la solubilisation semble plus stable

d’aprés les mesures de stabilit¢ thermique (voir ci-aprés). Néanmoins, 1’absence de
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modification du pic de fluorescence en présence de différentes concentrations d’ATP semble

montrer que cette protéine n’est pas active (Figure 3.17).

AINTT2 purifiee en LAPAO aprés une solubilisation en Foscholine 12, montre une
diminution du signal lors de I’ajout de I’ADP (Figure 3.18 et figure 3.19.). Cette diminution
semble indiquer une modification de I’environnement des tryptophanes lors de 1’addition du

nucléotide, et peut-étre une modification de conformation de la protéine.

Etant donnée la similitude entre les séquences d’ANTT1 et AINTT2 (83% d’identité), il est
possible que les deux protéines réagissent de la méme manicre. L’observation faite avec
ANTT2 est trés certainement transposable a ANTT1. Nous pouvons donc postuler que la
protéine en Foscholine 12 n’est pas correctement repliée, alors que I’échange de la Foscholine

12 contre le LAPAO lui restitue sa capacité a se lier au nucléotide.
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Figure 3.19 : Courbe de saturation de la protéine AtNTT2 en présence de differentes quantités d’ADP.
Le maximum de fluorescence du tryptophane est autour de 328 nm et 350 nm pour le NATA. Cette

expérience n’a été effectuée qu 'une seule fois au moment de la rédaction du manuscrit.

La fluorescence émise par les acides aminés aromatiques d’une protéine peut étre influencée
par plusieurs facteurs externes dont il faut tenir compte. La fluorescence peut diminuer par un
effet de quenching, qui correspond a une perte d’énergie par collision avec des molécules du
solvant. Si les tryptophanes sont accessibles au solvant, alors 1’effet de quenching peut étre
important et masquer un effet de diminution di a la liaison de nucléotides. Nous avons donc
utilisé le NATA, un analogue de tryptophane en solution. La mesure de la fluorescence du
NATA dans les mémes conditions d’ajout d’ATP ou d’ADP permet de corriger des effets de

quenching.
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Par ailleurs, 1’ajout de nucléotides induit un effet de dilution qui provoque également une
diminution de fluorescence dont il faut tenir compte.

La Figure 3.19 ci-dessus obtenue apres correction montre clairement une diminution du signal
en fonction de la quantit¢ d’ADP ajoutée. La décroissance est trés rapide au début et a
tendance a ralentir lorsque la concentration atteint 100 uM. Cette information montre une

liaison entre I’ADP et AINTT?2.

B. FRET

Le FRET est une technique largement utilisée pour mesurer l’interaction entre deux
molécules. Afin de mettre en oeuvre cette approche pour NTT, la protéine purifiée est mise en
présence d’un dérivé fluorescent de nucléotides, dans ce cas le MANT-ATP ou ADP. La
longueur d’onde d’excitation du MANT-ATP correspond au domaine de fluorescence des
tryptophanes. Les tryptophanes sont excités a 295 nm, et en cas de proximité, 1’énergie des

tryptophanes est transmise au MANT-ATP.

Pour AINTT2, quatre nucléotides ont été testés a des concentrations croissantes : MANT-

ATP, MANT-ADP, MANT-XTP, MANT- XDP.

La Figure 3.20 montre que chacun des nucléotides permet d’obtenir un signal FRET. Ces
courbes sont obtenues apres soustraction du tampon ayant ét€ mis en contact avec les mémes
quantités de nucléotides fluorescents. Cela permet de soustraire le bruit de fond lié a

1I’émission non spécifique du fluorophore.

De 300 a 400 nm le pic correspond a la fluorescence émise par les tryptophanes excités. De
400 a 500 nm, le pic correspond a la fluorescence du MANT-nucléotide, avec un maximum a

440 nm.

Les concentrations utilisées pour le MANT-ADP et le MANT-ATP sont proches du K;, de
chaque nucléotide pour AINTT2.

Le MANT-ADP permet d’obtenir une augmentation du signal FRET et une diminution du
signal tryptophane proportionnelle a sa concentration. De plus, 1’ajout de 500 uM d’ADP
entraine une diminution du signal FRET. Ceci implique une compétition entre le MANT-ADP

et ’ADP (Tableau 3.3.).
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Le profil du MANT-ATP est similaire a celui du MANT-ADP. Cependant, ’ajout d’ATP
n’entraine pas de compétition entre le MANT-ATP et I’ATP (Tableau 3.3.).

Le MANT-XDP donne un signal FRET moiti¢ moins fort que pour le MANT-ADP. Comme

précédemment, I’ajout d’XDP n’entraine pas de compétition (Tableau 3.3.).

Le MANT-XTP a un signal équivalent au MANT-ADP. Cependant a partir de 20 uM, il

semble que le maximum soit atteint. Tout comme le MANT-ATP, aucune compétition entre

le MANT-XTP et le XTP n’est observée (Tableau 3.3.).

Nucléotides fluorescents

Absence ou présence de compétition

MANT ADP Compétition entre le MANT ADP et ’ADP a 500uM
MANT ATP Absence de compétition quand ajout ATP
MANT XDP Absence de compétition quand ajout XDP
MANT XTP Absence de compétition quand ajout XTP

Tableau 3.3 : Compétition entre le nucléotide fluorescent et le nucléotide non marqué
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Figure 3.20 : Spectres obtenus pour la protéine AtNTT2 purifiée en 0,1% LAPAO. Le signal de
Sfluorescence est collecté entre 300 et 500 nm. L agrandissement entre 400 et 500 nm correspond au
pic de FRET (émission du fluorophore MANT). Les résultats ont été observés 2 fois. Ces courbes ont

été obtenues apres soustraction du tampon.

V. Olicomérisation

Observer 1’état oligomérique de la protéine en détergent permet d’obtenir plusieurs
informations telles que I’homogénéité de I’échantillon en fin de purification mais permet aussi

d’évaluer 1’unité fonctionnelle des A/NTTs.
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A. Chromatographie d’exclusion et MALLS

Pour déterminer 1’état oligomérique, nous avons utilisé différentes méthodes biophysiques. La
plus facile a mettre en place est la chromatographie d’exclusion. En effet, elle permet de
déterminer la présence d’agrégat, sa quantit€é par rapport aux protéines purifiées,
I’homogeénéité apparente et la taille du complexe protéine-détergent (Cf I.B.4. Purification de

ANTT2).

Lorsque la chromatographie d’exclusion est couplée a un détecteur de diffusion statique de la
lumiere a trois angles (MALLS = Multi Angle Laser Light Scattering), un détecteur mesurant
I’indice de réfraction et a un détecteur de d’absorbance, cela permet d’obtenir des
informations plus précises sur ’homogénéité et la steechiométrie de 1’échantillon.

En effet, le MALLS analyse I’intensité lumineuse diffusée par 1’échantillon sur un temps long
et en déduit la masse moléculaire et la composition de 1’échantillon. Pour déterminer ces
parametres, il faut connaitre la concentration en protéine. Dans le cas de protéines
membranaires, cette derniére est obtenue grace a 1’indice de réfraction en le combinant avec
les données d’absorbance. Un autre paramétre a connaitre est le 0n/dc, qui caractérise le
changement d’indice de réfraction n lorsque la concentration est modifiée, pour le LAPAO et
la protéine. Le dernier parametre important est le coefficient d’extinction de chacun des
¢léments de I’échantillon : le détergent et la protéine.

Cette analyse a été faite pour ANTT1 (Figure 3.21). Sur le profil de chromatographie, il

apparait 3 pics principaux :

- le premier (2 V < 8mL) correspondant aux agrégats mais n’est pas une contribution
majeure,

- lesecond (2 V =12mL) est le pic le plus important correspondant a 4/NTT1. L analyse
donne, en considérant le coefficient d’extinction de AtNTT1, une masse moléculaire
de protéine de 155 kDa, ce qui pourrait correspondre a des diméres (masse
moléculaire théorique de 120 kDa) avec une trés faible quantité de détergent lié¢ (< 0,1
g/g). L’évaluation obtenue ne permettait pas de conclure par rapport aux différentes
caractéristiques (MW, Rayon de giration R,, Coefficient de diffustion D;, Rayon
hydrodynamique Ry). Il faut se poser la question d’une sous-estimation du coefficient
d’extinction de la protéine dans le cas ou celle-ci lierait ’ADP ou I’ATP. Une

estimation a ¢été faite en considérant que la protéine lie 1 ADP pour 1 A/NTT1. La
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masse calculée pour le complexe est alors comprise entre 170 et 220 kDa ce qui
correspondrait a une quantit¢ de LAPAO li¢ de 1,8 - 2,6 g/g dans I’hypothése d’un
monomere et de 0,4 - 0,8 g/g pour un dimere.

- Le dernier pic (V > 14mL) ayant une absorbance faible, il pourrait correspondre au pic
de détergent libre. En effet, I’analyse donne une masse qui se rapproche de la masse

moléculaire du LAPAO en micelle (33 kDa contre 38 kDa théorique).

MALLS sur AINTT1
500000+ 1.5

400000+

300000+

200000+

Masse molaire (g/mol)

100000+

10 12 14 1B
Volume (mL)

o0 =

-100000~ UV absorbance = Masse moléculaire du complexe --0.5
— rayleigh ratio

: . L Masse moléculaire de la protéine
differential refractive index 2 ) .
== Masse moléculaire du détergent

Figure 3.21 : Analyse du profil d’élution d’une chromatographie d’exclusion couplée a un MALLS
pour AtNTTI (colonne Superdex S200). La courbe la plus haute (noire) montre la masse totale des
éléments. La courbe en bleu correspondrait au détergent et la courbe en vert correspond a la

protéine.

Au moment de la rédaction du manuscrit, I’analyse n’a pas été faite sur AtNTT2. Cependant
les profils de chromatographie étant quasi identique avec AtNTTI, on peut certainement
transposer 1’analyse faire sur AINTT1 a AtNTT2.

Des informations complémentaires sont nécessaires pour déterminer de manicre fiable 1’état
d’association de la protéine en détergent et la quantité de détergent lié. En effet, il faut
connaitre le dn/dc du LAPAO et de la protéine et leurs coefficients d’extinction. Seule

I’analyse par ultracentrifugation peut permettre de répondre a cette question.
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B. Analyse par ultracentrifugation analytique

L’ultracentrifugation analytique est une méthode qui apporte des informations sur
I’homogénéité, la stoechiométrie, la forme des molécules,... Elle consiste a observer a 1’aide
de deux détecteurs, I’absorbance et I’interférence (sensibles aux variations d’indice de

réfraction), le mouvement de macromolécules en solution soumises a une force centrifuge.

Les différentes formes oligomériques sédimentent a des vitesses différentes, en fonction de
leur forme, de leur densité et de leur masse. Cela permet de séparer les monomeres, des
diméres et autres états d’oligomérisation plus importants. L’ultracentrifugation analytique

permet aussi de déterminer la quantité de détergent dans les complexes protéine-détergent.

La sédimentation d’une macromolécule est caractérisée par un coefficient de sédimentation
qui reflete la vitesse de déplacement de la particule, et par un coefficient de diffusion qui
traduit la capacité de la particule a diffuser. La sédimentation dépend aussi de 1’interaction

des particules en solution.

L’oligomérisation de la protéine et la quantité de détergent lié peuvent étre déduite des
parametres décrits ci-dessous :
- Le coefficient de sédimentation, s, dépend de la masse molaire de la particule MW, de
son volume partiel spécifique (inverse de la densité) et de sa taille (Ry son rayon de
Stokes), et de la densité (p), et de la viscosité du solvant ().

_ MW(-pv)

Equation de Svedberg S
N,67mnR,,

Pour des particules ayant la méme forme, les rapports suivants peuvent &tre calculés

pour appuyer 1’état d’association observé :
S S

dim ére = 1,6 trimere = 2,1
(1) Smonomere et (2) Snonomere

- Le coefficient de diffusion est li¢ au rayon de Stokes (Ry).

- f/fin : permet de comparer le coefficient de friction (rayon de Stokes) au coefficient
de friction minimum qu’aurait une particule ayant une forme de spheére compacte. Ce
rapport permet d’évaluer la forme de la molécule en solution

- Buet, la quantité de détergent 1i€, est déterminée par le rapport J/A avec J le nombre de

frange et A, I’absorbance.
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Le tableau 3.4. résume les informations disponibles pour chaque élément de 1’échantillon
(protéine et détergent) et nécessaires a la détermination de 1’oligomérisation et de la quantité

de détergent.

AINTT1 AINTT2 LAPAO
MW (kDa) 60 55,4 0,3

V bar (mL/g) 0,757 0,753 1,002

€280 (ML/mg/cm) 1,512 1,5 0,009

on/dc¢ (mL/g) 0,189 0,189 0,134

s f/fmin Baec (g/2) Rapport J/A | MW (kDa)

1,9S 75
NTT1 3.45 1,25 0,79 2,94 179
1,7S entre 1,25 et 1,28 1 110
NTT2 2,4S 1,45 1,75 3,3 268
3,4S 1,25 1 313

Tableau 3.4. Résumé des différentes données connues et obtenues pour AtINTT1, AtNTT2 et LAPAO.
Le tableau (A) rassemble les informations théoriques sur les éléments de [’échantillon. Le tableau (B)

rassemble les informations calculées lors de [’analyse des résultats.

La figure 3.22. montre les résultats obtenus pour A/INTT1 et AINTT2 en LAPAO.
Le LAPAO possede une flottaison faible (-1S) prise en compte dans 1’analyse. En effet, le
volume partiel spécifique du détergent est 1égerement supérieur a 1 (sa densité est [égerement

inférieure a celle du solvant)

Pour ANTT1, la protéine purifiée en LAPAO se retrouve sous deux formes sédimentant a
1,9S et 3,4S a 4°C, en quantité égale (Figure 3.22.A), Tableau 3.4.B)). La protéine ne semble
pas préférer une forme plutét que I'autre. A/NTT1 a soit atteint un équilibre entre ces deux
formes soit les deux formes sont stables séparément. Les distributions de coefficient de
sédimentation se superposent en absorbance et interférence donc la quantité¢ de détergent
associée pour les formes monomériques et dimériques est similaire et relativement faible (0,8
g/g). En effet, le ratio est plus faible que celui publié par Deniaud et al. (Deniaud et al., 2012)
a savoir 1,9 g de LAPAO 1ié pour 1 g de protéine.

En considérant un monomeére globulaire compact liant 0,8 g/g de LAPAO, on calcule a 4°C,
s=1,8S. Nous attribuons donc ce pic a un monomere. Le méme calcul pour un dimeére ou un

trimere donne s=3S ou 4S. Le second pic pourrait donc correspondre au dimére ou trimere.
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Chapitre 3 : Résultats

D’aprés la Figure 3.22 B), AfNTT2 est aussi présente sous différentes formes oligomériques.
On retrouve une contribution a 1,7S, raisonnablement le monomeére, et un pic a 3,4S aussi
observé pour A!NTTI1. Une troisieme forme apparait possiblement a 2,4S, et pourrait

correspondre & un dimere anisotrope (Tableau 3.4.B).

Dans le cas de A{NTT2, les rapports décrits page 81 sont calculés. En effet, le rapport (1) est
de 1,4 et le rapport (2) est de 2. Les rapports expérimentaux étant trés proches des rapports
théoriques, ils appuient les conclusions faites sur 1’oligomérisation d’4fNTT2. Cependant, la
présence de ces 2 ou 3 formes oligomériques montre que la protéine ne favorise pas une
forme plutét qu’une autre. Cette hétérogénéité pourrait étre un probléme pour la
cristallisation, cela pourrait perturber I’organisation du cristal. Seule une amélioration de la

purification est capable de modifier le profil obtenu.

La quantité¢ de détergent associé varie en fonction de la forme oligomérique entre 1,06 g
(monomere, trimere) a 1,75 g (dimere) de LAPAO lié pour 1 g de protéine (Tableau 3.4.B).
Dans le cas d’A/NTT2, d’autres détergents ont €té testés tels que le DDM. Le profil obtenu

avec ce détergent montre une trés grande quantité d’agrégats.

2.0 1 TN, |
— ip3
— ra3 Coefficient de
ik sédimantation Forme oligomérique
oy
2 195 Monomeére avec
E 1.0 1 2 0,79g/g de LAPAO lié
3 Dimére ou trimére
0.5
345 avec 0,79g/g de
) LAPAD lié
0.0 : . . . .
0 2 4 6 8 10 12
( A) sedimentation coefficient (S)
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Chapitre 3 : Résultats

10 = & | Canifomanie Forme oligomérigque
[— A280 sédimentation g i

Monomére globulaire
1,75 compact avec 1,06+/-0,06
g/gde LAPAQC lig

Dimére anisotrope avec

2,45 1,75g/g de LAPAO lié
0 2 4 6 B 10 12 Trimére globulaire compact
sedimentation coeflicient (S) 3,45 o
(B) ’ avecl,04g/g de LAPAO lig

Figure 3.22 : Analyse par ultracentrifugation pour AtNTTI (A) et AtNTT2 (B). Les panneaux en haut
montrent la superposition des profils de sédimentation et de leur modélisation par [’analyse SEDFIT
(Schuck, 2003). L analyse est faite en considérant une distribution de coefficients de sédimentation, et

aussi une espéece flottante, la micelle de LAPAO.

Les panneaux intermédiaires indiquent la qualité du fit. Les panneaux du bas montrent les
distributions de coefficients de sédimentation, obtenus a 280nm (bleu) ou par interférence (violet). Les

panneaux en bas a droite résument les résultats et leur interprétation.

VI. Stabilité de la protéine

A. Stabilité thermique

La protéine réagit a son environnement. En effet, le pH, le détergent, les ions modifient sa
stabilité. Pour mesurer cette stabilité, la technique décrite par Alexandrov (Alexandrov et al.,

2008) a été utilisée. Elle consiste a mesurer 1’augmentation de fluorescence due a la liaison
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entre les cystéines de la protéine et le CPM (fluorophore) au cours de la dénaturation
thermique de la protéine.

En effet, la protéine va se déplier lors de la dénaturation et permettre aux cystéines jusqu’alors
enfouies d’étre disponibles pour le fluorophore.

Les AfNTTs possedent six cystéines dont cinq sont prédites dans les hélices
transmembranaires (Cf Figure 1.6), 1’augmentation du signal observée correspondra donc a
I’exposition des différentes cystéines.

Dans le cas de A{NTTI, I'influence du détergent et de la présence d’ATP a été testée sur la
protéine. La figure 3.23 montre I’importance du choix du détergent. En effet, le T, obtenu
lorsque la protéine est solubilisée et purifiée en 0,1% de Foscholine 12 est de 70°C alors que
lorsque la protéine est solubilisée en Foscholine 12 mais purifiée en 0,1% LAPAO le Ty, est
de 55°C. Le détergent peut donc interagir fortement avec la protéine et la stabiliser.
Cependant, les mesures de fluorescence ont montré que le choix de la Foscholine 12 ne
semble pas le meilleur pour la purification de la protéine. En effet, la protéine ne semble pas
pouvoir lier I’ATP. La protéine ainsi stabilisée est-elle dans une conformation qui ne serait
pas capable de lier ’ATP ? Le détergent génerait-il la liaison ? La protéine stabilisée n’est-
elle pas fonctionnelle ?

L’addition d’un excés d’ATP entraine un gain de 4°C lorsque la protéine est en LAPAO. Il est
possible que le nucléotide se loge dans la cavité et stabilise une conformation. Ceci

confirmerait que la protéine purifiée en LAPAO est fonctionnelle.

Stabilité thermique de AINTT1 solubilisée en 1% Foscholine 12 puis purifiée en différents

détergents
201 __ ANTT1 en 0,1% LAPAO
- (T = 55°C)
< 15- _ AINTT1en 0,1% LAPAO addition
=2 de 740 uM ATP (T,, = 59°C)
2 1o- __ ANTTI1 en 0,1% Foscholine 12
2 (T =70°C)
[] 5.
e
£
0 T T T 1
0 20 40 60 80

Température (°C)
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Stabilité thermique de AfNTT2 solubilisée en 1% Foscholine 12 puis purifiée en différents

détergents

400-
-
< 3004
)
s’
2 200- T,, AINTT2 en 0,1% LAPAO 50 +/-1,6°C
> \ s 27 s T,, AINTT2 en 0,05% DDM 46 +- 0,6°C
% ------------- T,, AINTT2 en 0,05% MNG3 56 +/-0,2°C
E 1004

0 y ' . .
0 20 40 60 80

Température (°C)

Figure 3.23 : Mesure de la stabilité thermique en fonction des détergents pour AtNTTI et AINTT2. La
mesure du Tm obtenu pour AtNTT1 en LAPAO, AtNTT2 en LAPAO, AtNTT2 en MNG3 a été répété au

moins 2 fois. L effet des nucléotides a aussi été observé chez AtNTT2.

Dans le cas de AINTT2, différents détergents sont testés. Comme précédemment, la protéine
est solubilisée en Foscholine 12 puis purifié¢e dans les différents détergents par échange sur les
colonnes d’affinité. Cela permet de déterminer quel est le détergent qui permet de mieux
stabiliser la protéine.

La Figure 3.23 montre tout d’abord que 4{NTT2 a un T, 1égérement plus faible que AfNTT1
dans le méme détergent.

Le DDM donne un T, plus faible, avec une courbe montrant deux pics. Le premier pic
pourrait correspondre a un état intermédiaire de dénaturation de la protéine. Ceci semble
concorder avec les différentes observations faites lors de la purification : différentes formes
oligomériques présentes dans le pic et une forte agrégation lors de la concentration de la
protéine. La protéine ne semble pas apprécier le DDM.

Le MNG3 permet de gagner 6°C par rapport au LAPAO. Ce détergent semble intéressant
mais d’une purification a une autre, il est difficile de reproduire le méme résultat.

Dans ’objectif de la cristallisation, il semble que le LAPAO soit le meilleur détergent pour
AINTT2. Ceci est confirmé par les différents tests de fluorescence qui montrent que la

protéine est capable de fixer les nucléotides lorsque celle-ci est purifiée dans 0,1% LAPAO.
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B. Susceptibilité de la protéine a la protéolyse

La protéolyse limitée permet d’évaluer la stabilité de la protéine en solution et d’identifier
éventuellement des zones flexibles (Deniaud et al., 2009). En effet, les enzymes sont capables
de couper les régions qui sont exposées c'est-a-dire les boucles et les régions flexibles lorsque
la protéine est bien repliée. La protéolyse limitée a été testée uniquement sur A/INTT2 car elle
a déja été effectuée sur AINTT1 permettant de montrer que les cinq premiers acides amingés

¢taient flexibles (Deniaud et al., 2011).

Trypsine Chemotrypsine _ =
1 Chemotrypsine 3
a)f \ 1 \ E
l1h 30°.10°- 5" 1h 30’ 10’ 5’Blanc
= 1h 10’ 10’ (b)
= 70
= .70
S 55
T -
.

Figure 3.24 : Protéolyse limitée sur AtNTT2 en 0,1% (w/v) LAPAO

(a) Gel SDS PAGE montrant la dégradation de AtNTT2 en fonction des différentes enzymes a
différents temps d’incubation (5 ug/mL de chaque enzyme pour 16,3 ug de AtNTT2).

(b) Western Blot avec 3 fractions du gel SDS PAGE, révélation avec un anti-corps anti-HIS.

D’apres la Figure 3.24 (a), la trypsine digere trés rapidement AfNTT2, méme avec une faible

quantité d’enzyme. La protéine est donc tres sensible et plutot instable.

Dans un premier temps, la protéolyse concerne la partie en C-terminale, car en Western blot

la bande marquée correspond a la bande la plus importante en gel (Figure 3.24 (b)).

Sous I’effet de la chymotrypsine, deux bandes apparaissent : une a 50 kDa et la seconde a 45
kDa. La premicre bande possede encore I’étiquette His, la protéolyse se déroule donc aussi du

coOté C-terminale.

La protéolyse montre que AMNTT2 en LAPAO n’est pas trés stable et qu’il serait
probablement nécessaire d’effectuer des constructions plus courtes en C-terminale pour éviter

une dégradation de la protéine. En effet, dans de nombreuses purifications, on observe la
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présence de 2 bandes qui migrent a une masse moléculaire similaire & AfNTT2, mais une étant

un peu en dessous.

V. Incorporation en nanodisques

Les nanodisques sont intéressants car ils permettent de créer un ensemble plus stable et plus
proche d’un environnement natif. L’incorporation de A/NTT2 en nanodisques permettrait de
créer un environnement plus favorable pour son fonctionnement et de mieux comprendre son
mécanisme de transport. De plus, les nanodisques étant treés stables et peu affectés par la

trypsine, une protéolyse orientée permettrait d’étudier la topologie d’4/NTT?2.

En collaboration avec Yann Huon de Kermadec (étudiant en thése dans 1’équipe), un test
d’insertion dans les nanodisques a été réalisé. Les nanodisques consistent en une bicouche
lipidique maintenue en solution par une protéine la ceinturant nommée MSPI1E3DI1

(apolipoprotéine).

La protéine ANTT2 en détergent a été mélangée apres purification avec les lipides et la
protéine d’assemblage. Le détergent a ensuite été éliminé avec des biobeads, ce qui entraine la
formation des nanodisques et l'insertion de la protéine membranaire dans certains nanodisques

(Figure 3.25).

91



(@)
1 2 3 4 600000- (b)

70-

55-
O =

400000 Nanodisques NTT2

— Nanodisques NTT2 +20uM MANT-ATP
Nanodisques NTT2 +10uM MANT-ATP

= Tampon 10uM MANT- ATP
— Tampon 20uM MANT-ATP

Intensité (U.A)

200000+

300 350 400 450 500
Longueur d'onde (nm)

Figure 3.25 : Vérification de l'intégration d’AtNTT2 en nanodisques.
(a) Western Blot révélé par un anticorps anti-His.

1. Marqueur de masses moléculaires, donné en kDa

2. Nanodisques-AtNTT?2 apreés filtration

3. Nanodisques-AtNTT?2 apres chromatographie d’exclusion

4. AtNTT?2 en détergent

(b) Mesure du FRET sur les nanodisques contenant AtNTT2.

La Figure 3.25 a. nous montre que AfNTT2 est insérée dans les nanodisques. En effet, la
chromatographie d’exclusion permet de séparer les nanodisques et les restes du mélange
d’assemblage. Dans les fractions contenant les nanodisques, on retrouve A{NTT2 (ligne 3,
Figure 3.25). Apres avoir déterminé que les nanodisques vides ne produisent pas de signal
FRET, cette mesure a été effectuée sur les nanodisques contenant AINTT2 (Figure 3.25 b.).
Cependant, on ne peut observer aucun signal. Ceci est probablement dii a la présence en
grande quantité de nanodisques vides. En effet, la fluorescence des trois tryptophanes de la
protéine d’assemblage MSP1E3DI1 produit un fort bruit de fond, empéchant la lecture de la
fluorescence de AINTT2.

Pour éviter cela, il est judicieux d’essayer au préalable de purifier les nanodisques contenant
AINTT?2 par chromatographe d’affinité (grace a I’étiquette HIS de AZNTT2 en supposant que

celle-ci reste disponible une fois AfNTT2 intégrée dans les nanodisques) et ainsi éliminer les
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nanodisques vides. La Figure 3.26 représente 1’essai d’une purification par chromatographie
d’affinité aprés formation des nanodisques. La piste 1 montre que cette purification est
possible grace a 1’étiquette His. Cependant les nanodisques contenant NTT2 ne supportent pas
bien un long contact avec I’imidazole. Des modifications sont donc encore a apporter pour

obtenir des nanodisques pures stables.

o

Figure 3.26: Western Blot avec les difféerentes fractions de chromatographie d’affinité avec les
nanodisques AtNTT2.

1) Elution de la colonne de chromatographie d’affinité

2) et 3) Lavages de la colonne de chromatographie d affinité

4) Fraction non retenue sur la colonne de chromatographie d’affinité

5) Nanodisques AtNTT?2 apres filtration

6) Nanodisques AtNTT2 avant filtration

Toutefois, il n'est pas acquis que l'enrichissement des nanodisques contenant la protéine
ANTT?2 soit suffisant pour se débarrasser du bruit de fond induit par les tryptophanes de la
protéine MSP1E3DI1. Pour y remédier, une nouvelle construction de MSPI1E3DI1 sans
tryptophane est envisagée, La faisabilit¢ de ces constructions est fortement appuyée par
l'article (Prieto and Garda, 2011) qui montre que le remplacement des tryptophanes par la

phénylalanine n'a pas d'impact sur la formation de nanodisques.

Dans le but de faire une étude topologique de la protéine A/NTT2, plusieurs étapes sont donc
a effectuer :
- IDinsertion d’AfNTT2 dans les nanodisques
- la purification des nanodisques contenant AINTT2
- latrypsination des nanodisques vides (controle) et des nanodisques contenant A/NTT2
- I’étude par spectrométriec de masse des différents peptides coupés par la trypsine et

non protégés par le nanodisque.
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Les deux premicres ¢étapes sont déja validées. Les deux derniéres sont en cours

d’optimisation. Des premiers essais ont déja été effectués sur les nanodisques vides.

VI. Essais de cristallisation

Les essais de cristallisation ne peuvent démarrer que lorsque la protéine produite répond a un
certain nombre de critéres, en particulier quand les parametres suivants sont controlés :

- la quantité de protéines produites et la concentration finale

- la pureté de I’échantillon final

- la quantité de détergent dans 1’échantillon final (Cf Annexe 4)

- la fonctionnalité et stabilité de la protéine

Le protocole de purification de ANTT2 a été optimisé dans ce sens et des premiers essais de
cristallisation ont été réalisés.
Dans un premier temps, il est nécessaire de tester différentes conditions afin de déterminer les

sels et précipitants qui conviennent a la protéine.

Dans le cas de A{NTT2, plus de 390 conditions ont été testées grace au robot HTX de la
plateforme de cristallisation du PSB. Différentes concentrations en protéine ont été utilisées :
3,5 mg/mL, 7 mg/mL, 8,5 mg/mL et 11 mg/mL. Aucun cristal n’est apparu dans les plaques a
3,5 mg/mL et 7 mg/mL. La concentration n’est donc probablement pas suffisante.

Il est aussi important de connaitre la quantité de détergent car une trop grande quantité
perturberait la formation des cristaux. La quantit¢ de LAPAO varie entre 0,1% pour 3,5
mg/mL et 1% pour 8,5 mg/mL et ne semble pas perturber la formation de cristaux.

Les premiers cristaux sont apparus d’apres une protéine concentrée a 8,5 mg/mL avec 1% de
LAPAO.

Deux conditions se sont avérées intéressantes avec la formation de petits cristaux ou
formation cristalline. Ces formations sont apparues apres 15 jours a 20°C

Ces micro-cristaux ont été obtenus a partir de différentes purifications de A/INTT2. La pureté
d’une purification a I’autre semble trés similaire une fois que les protéines sont suffisamment

concentrées.
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Chapitre 3 : Résultats

0,2M sodium thiocyanate, 20% PEG 3350 0,2M sodium formate, 20% PEG 3350

ﬁ

Figure 3.27 : conditions testées pour AtNTT2 (9 mg/mL) grdce au robot HTX Lab, EMBL, Grenoble

Afin de confirmer les conditions favorables, des gouttes ont été réalisées manuellement afin
d’obtenir des cristaux de taille plus importante. Dans les deux cas, des cristaux sont apparus

mais €taient trop petits (5-10 micron) et n’ont pas pu étre péchés.

Des optimisations ont été effectuées autour de ces conditions en faisant varier les
concentrations en sel et précipitant mais ces modifications n’ont pas amélioré la qualité des

cristaux. Des nouveaux essais doivent étre entrepris.
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Chapitre 4 : Discussion

I. Production des NTT chloroplastiques

A. Premiére étape de la purification : la surexpression

La surexpression des protéines membranaires est un point clé¢ des études structurales. Il faut
en effet, déterminer le systéme d’expression favorable qui permet d’obtenir une protéine
fonctionnelle et en quantité suffisante.

Il semble que la surexpression des NTTs chloroplastique en systetme FE.coli réponde

favorablement aux critéres cités ci-dessus :

- d’apres les Western blot effectués sur une préparation de membrane, la quantité
exprimée dans les membranes est satisfaisante
- d’apres les tests avec I’ATP radiomarqué, la protéine insérée dans les membranes est

fonctionnelle.

Un autre systéme de production a été testé en parallele afin de faciliter certains points
problématiques du protocole tels que le rendement et la préparation de membrane :
I’expression en systeme acellulaire (cell free). Cette méthode consiste en un systéme de
production in vitro permettant de contourner des difficultés techniques telles que 1’insertion
dans les membranes et la toxicité des protéines surexprimées.

Cependant, la mise en ceuvre du systéme classique de E.coli étant plus simple (ne nécessite
pas de changement de vecteur et moins onéreux) et répondant aux critéres de surexpression, il

a été privilégié au cours de la these.

B. L’impact des détergents : cas de la Foscholine

L’enjeu principal de la production de protéines membranaires est de produire une protéine en

bonne quantité, stable, pure et fonctionnelle. Pour répondre a cet enjeu, le protocole de
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purification a été optimisé. Cependant, dans le cadre des protéines membranaire le probléme
majeur concerne le choix du détergent durant les différentes étapes.

Au cours de ma thése, le protocole de purification a ét¢ modifi¢ a partir d’un protocole établi
par Pankaj Panwar. En effet, ce protocole ne permettait pas de reproduire les purifications
entre elles. Le produit final était aléatoire et ne permettait pas d’envisager les essais de
cristallisation. Pour améliorer I’étape de solubilisation, un nouveau criblage a été effectu¢ afin
d’évaluer les détergents qui permettaient d’extraire un maximum de protéines de la
membrane. La famille des Foscholine s’est avérée tres efficace (Figure 3.1 pour AfNTTI et
Figure 3.7 pour AINTT2).

Cependant, on peut se demander si I’utilisation d’un détergent aussi puissant est nécessaire et
n’impacte pas I’activité et le repliement de la protéine. Ainsi M. Zoonens et collaborateurs
(Zoonens et al., 2013) ont montré que la Foscholine 12 était un détergent trop fort qui
interfere avec la structure d’UCP2. Les queues hydrophobes se seraient introduites entre les
hélices transmembranaires induisant une dénaturation partielle de la protéine en détergent tout
en préservant le réseau d’interaction formé par la protéine et son inhibiteur.

De méme, la protéine SERCA purifiée en foscholine n’est plus active méme apres échange
contre un autre détergent (communication personnelle de Marc Le Maire).

Ces quelques exemples mettent en avant la criticité du choix de détergent. L’effet peut étre
plus ou moins important en fonction de la protéine étudiée. Toutefois, il est référencé dans la
base de donnée PDB quelques structures de protéines pour lesquelles la Foscholine a été

utilisée avec succes dans les protocoles de purification et de cristallisation :

- La protéine transporteur de zinc (YiiP, protéine en hélices alpha) a été purifiée en
DDM mais dans le réservoir de cristallisation, la Foscholine 12 était présente (Lu and
Fu, 2007)

- La monoamine oxydase A (MAO, protéine monotopique) du rat a été extraite et
purifiée grace a la Foscholine 12. Lors de 1’étape de cristallisation, 1’addition de 0,8%
de dimethyldecylphosphine est cependant nécessaire (Ma et al., 2004)

- Une porine de la membrane externe Omp F (tonneau beta) a été extrait, purifié et
cristallisé¢ en Foscholine 12 (Kefala et al., 2010). Il est connu que les protéines en
hélices alpha sont moins robustes que celles en tonneau beta.

- Le canal mécanosensitif MsC (protéine en hélices alpha) a été¢ extrait, purifié et
cristallisé en Foscholine 14 (Bass et al., 2002). MsC est un tétramere, la Foscholine 14

ne perturbe donc pas les liaisons, pourtant relativement faibles, entre les monomeres.
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Une fois les NTTs chloroplastiques purifiées, des tests d’activités ont montré que la protéine
purifiée uniquement en Foscholine 12 n’est pas active ce qui rejoint les observations faites
pour SERCA. Si la protéine est extraite en Foscholine 12 puis le détergent est échangé, on
observe a nouveau une fixation de nucléotides. Mais est ce suffisant ? Comme décrit dans
I’article de Zoonens (Zoonens et al., 2013), il est possible que la protéine soit encore capable
de fixer tout en étant partiellement dénaturée. Cet effet ne serait probablement pas visible par
la méthode de stabilité thermique car la dénaturation n’impacterait pas suffisamment la
structure pour faire apparaitre les cystéines enfouies.

L’autre possibilité est que 1’échantillon final en fin de purification ne soit pas 100%
homogéne et contienne une partie des protéines actives et une autre dénaturée. Les techniques
disponibles mesurant 1’activité ne sont pas capables de mesurer cet effet. L hétérogénéité peut
s’expliquer par le fait que ce détergent étant tres fort, il est capable de solubiliser la majorité

des protéines, et sans doute aussi celles qui ne sont pas bien repliées.

C. Le choix du détergent : Le LAPAO

De part les différents problémes rencontrés avec la Foscholine 12, il serait peut étre nécessaire
de s’affranchir de ce détergent. Pour cela, il faut alors lui trouver un compromis. Des tests
avaient déja été effectués en utilisant le LAPAO pour extraire la protéine des membranes. En
comparant deux purifications avec la méme quantité de membrane, 1’extraction en Foscholine
12 est beaucoup plus efficace que celle en LAPAO. Le rendement final est donc largement
meilleur avec la Foscholine 12. D’aprés la Figure 3.7 (Chapitre 3 : Résultats), d’autres
détergents semblent étre capable d’extraire A/INTT2 tel que LDAO, Cymal 7, Cymal 6, méme
si ’extraction est moins efficace qu’avec les foscholines. Des essais pourraient étre effectués

dans un premier temps avec ces détergents.

D’apres les tests effectués sur les AfNTTs, il semble que le LAPAO soit un détergent adapté a
la protéine. En effet, la protéine y est stable et est capable de lier les nucléotides.. De plus, il
lui permet de se concentrer a une concentration suffisante pour la cristallisation, sans avoir
une quantité de détergent finale trop importante. Ce détergent pourrait toutefois étre optimisé
en modifiant la longueur des chaines alkyl. En effet, il a ét¢ montré que la qualité des cristaux
de 2,6 A obtenus avec les alkyl maltosides est largement dépendante de la longueur de la

chaine alkyl (Ostermeier and Michel, 1997). En C12-maltoside, la diffraction est de 8 A alors
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qu’en Cll-maltoside, la diffraction est de 2,6 A. Une petite modification chimique peut

entrainer une modification essentielle pour la cristallisation.

D. Les autres possibilités d’amélioration : les lipides

L’extraction des protéines membranaires par les détergents permet d’enlever une partie des
lipides contenus dans la membrane. Cependant, certains restent accrocher a la protéine et
permet de la stabiliser. Dans le cas de AAC, des cardiolipides fortement liés a la protéine dans
la membrane interne des mitochondries sont copurifiés avec AAC. Ils stabilisent la protéine.
Ces phospholipides sont probablement aussi impliqués dans Dactivit¢ de la protéine
(Hoffmann et al., 1994).

Pour améliorer la stabilité de la protéine, il est préférable d’utiliser des lipides venant de
I’organisme initial. Dans notre cas, les chloroplastes ont des membranes majoritairement
constituées de mono et digalactosyldiacylglycerols. Pour les obtenir, il faudrait purifier ces
lipides a partir d’extrait de chloroplastes (effectué par Pankaj Panwar en collaboration avec
Maryse Block, PCV Grenoble). Cependant avant d’entamer cette procédure laborieuse, des

essais pourront étre mis en place avec des lipides commercialisés tel que POPC ou POPE.

II. Caractérisations biophysiques de I’isoforme AfNTT?2

A. Etat oligomérique

Il est important de caractériser la protéine produite afin de pouvoir répéter les conditions
lorsque celles-ci sont abouties. Les caractérisations biochimiques sont insuffisantes, les
caractérisations fonctionnelles difficiles a mettre en ceuvre. Dans un premier temps, les
caractérisations biophysiques sont nécessaires pour permettre d’évaluer la protéine par rapport

a son repliement, a sa stabilité.

Différentes techniques (citées dans le tableau 4.1) permettent d’obtenir des informations sur
I’état d’oligomérisation de la protéine mais aussi la quantité de détergent li¢. Cela permet

d’évaluer I’homogénéité de la solution finale mais surtout 1’état fonctionnel de la protéine.
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MW

Forme Quantité de détergent lié
Apparente Protéine
SEC 170 et 260 kDa N.D. N.D. N.D.
Monomeres avec
1,8-2,6 g/g
1702210 ajout 1 :1 ADP
MALLS N.D.
kDa Dimeéres ou trimeres
' 0,6-0,8 g/g
avec ajout 1 :1 ADP
Monomére globulaire
1,06 +/- 0,06 g/g
compact
AUC N.D. N.D. Dimeére anisotrope 1g/g

Trimere globulaire
1,02 +/- 0,02 g/g
compact

Tableau 4.1 : Comparaison des différentes techniques permettant de déterminer la quantité de

détergent lié et ’'oligomérisation.

Ce tableau montre que les différentes techniques permettent d’obtenir des informations plus
ou moins précises. En effet, la chromatographie d’exclusion donne la masse du complexe
apparente sans étre capable de faire une différence entre monomere et dimére. Ceci est di a la
résolution de la colonne qui pourrait étre améliorée. D’autres colonnes ont été testées au cours
de la thése sans pour autant améliorer de fagon significative la résolution. Pour obtenir
I’information sur I’oligomérisation, il est donc nécessaire de compléter avec d’autres
techniques. Le MALLS apporte des informations sur la dimérisation et la quantité¢ de
détergent. Cependant, dans notre cas, des informations sont manquantes sur la protéine
empéchant de répondre a la question. En effet, le dn/dc de chaque élément (LAPAO et
protéine) n’est pas connu précisément. Dans le cadre de ’analyse MALLS, le dn/d¢c du
LAPAO a été suggéré par une publication et le dn/0c de la protéine estimé par rapport a des
protéines ayant la méme masse moléculaire. De plus, cette analyse suggere qu’il est possible
que la protéine soit liée a un nucléotide. Ceci modifierait alors son coefficient d’extinction et

donc ’estimation de sa concentration et de sa masse moléculaire.

Pour déterminer les 0n/0c, une analyse par ultracentrifugation serait nécessaire en remplagant
I’eau par du D,0. Pour se faire, de nombreux tests et mise au point sont nécessaires car cet

¢lément pourrait étre perturbant pour la protéine. Dans notre cas, I’AUC a servi a obtenir des
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informations plus précises sur les différentes formes présentes et la quantité de détergent li¢ a

la protéine.

B. D’autres techniques

D’autres techniques sont utilisées pour compléter les informations biophysiques de A/INTT2
telles que le FTIR et la microscopie électronique. La microscopie électronique permet
d’analyser qualitativement la protéine en fin de purification. Celle-ci est déposée sur une
grille puis la coloration négative est appliquée pour I’observation (Exemple en annexe 4). Les
images montrent souvent des agrégats plus ou moins gros, des monomeres et des supposés
diméres. En fin de purification, 1’apparition de ces gros agrégats est un point génant. En effet,
une protéine instable aurait tendance a s’agréger au cours du temps. Toutefois ceux-ci peuvent
aussi €tre di a la coloration utilisée. La protéine pourrait en effet étre trés sensible a cette
coloration et s’agréger sous son impact. Etant donné que I’échantillon est fixé sur la grille, il
est possible que ce ne soit pas le meilleur moyen pour représenter 1’état oligomérique des

protéines.

Le FTIR permet de connaitre la quantité de détergent totale dans la solution : celle liée a la
protéine et celle libre sous forme de micelle. Cette information est un point clé pour la
cristallisation. Une trop grande quantité¢ de détergent perturberait fortement la formation des
cristaux. La quantité mesurée pour ANTT2 concentrée jusqu’a 9 mg/mL est de moins de 1%.

Cette quantité est raisonnable et ne devrait pas perturber la cristallisation.

Ces caractérisations biophysiques devraient faire partie d’une procédure routiniére afin de
caractériser les purifications et les étapes qui ont fonctionné dans le but de les reproduire a
I’identique (Cf Annexe 5). L’identification des conditions dans lesquelles la protéine est
capable de cristalliser est nécessaire pour pouvoir améliorer les cristaux. En effet, il est
préférable d’avoir une protéine homogeéne (monodisperse) ainsi qu’une quantité en détergent
faible au départ pour éviter d’avoir des interférences lors de la cristallisation et des problémes

de stabilité avec la protéine (Zoonens et al., 2013).
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C. La stabilité

La stabilité de la protéine dans le temps est un point important a étudier étant donné que la
purification et la cristallisation sont des procédures qui durent quelques jours.

La méthode la plus simple pour observer la stabilit¢ est de réinjecter la protéine apres
plusieurs jours sur la chromatographie d’exclusion. De tels tests ont été réalisés sur AINTT2
en la conservant 3 jours a 4°C, non concentrée puis en la réinjectant (données non montrées).
Le profil obtenu était alors identique au premier. De la méme manicre, il a été montré que la
protéine supportait trés bien la congélation. La protéine non concentrée a été congelée
rapidement, puis conservée quelques jours a -80°C. L’échantillon a ensuite ¢ét¢ décongelé
lentement sur glace puis réinjecté. Le profil obtenu était également identique au premier.
Dans les deux cas, la stabilité¢ de la protéine ne semble pas perturbée.

Des informations sur la stabilité de la structure peuvent étre apportées par le dichroisme
circulaire qui permet d’observer la structure secondaire de la protéine. Le spectre d’4{NTT2
montre que la protéine est majoritairement composée d’hélices alpha, comme attendu d’apres
les prédictions de structures secondaires. De plus, lorsque la protéine subit une dénaturation
thermique, il semble que sa structure secondaire soit faiblement perturbée, le plateau de
dénaturation n’étant pas atteint méme a 95°C (données non montrées). Cependant, les effets
de la température sur sa structure tertiaire ne sont pas connus.

La stabilit¢ thermique peut étre aussi mesurée grace a une technique mise au point par
Alexandrov (Alexandrov et al., 2008). Cette technique décrite dans matériels et méthodes
permet d’observer la dénaturation de la protéine par la liaison du CPM aux cystéines. Chez
AMINTT2, 5 cystéines sur 6 sont prédites dans les hélices transmembranaires. Il est donc
nécessaire d’avoir un temps d’incubation initial avec le fluorophore afin d’éliminer
I’influence de la cystéine localisée dans une boucle. Bien que cette technique soit intéressante
pour effectuer des criblages de conditions, il est important de noter qu’elle n’est pas trés

reproductible. Les contrdles doivent étre répétés a chaque mesure. Ceci est peut-étre di :

- Au fluorophore en lui-méme car celui-ci n’est pas tres stable et est trés photosensible.

- A la présence de détergent qui semble se lier partiellement a ce fluorophore. En effet,
il a été montré que plus la concentration en détergent augmentait plus la fluorescence
augmentait.

- A la protéine en elle-méme. D’une préparation a I’autre, il est possible qu’elle est

subisse une dénaturation partielle impactant sa stabilit¢ thermique. En vue d’une
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amélioration, il faudrait conserver le méme temps entre la purification et les mesures,

et le diminuer afin d’éviter de mesurer une possible dénaturation due a cette attente.

De plus, le fluorophore peut interagir avec certains éléments étudiés (molécules étudiées qui
pourraient avoir un impact sur la stabilité de la protéine) et masquer 1’effet, ou causer un
artéfact. Cependant, cette technique requiert une faible quantité de protéine, ce qui permet
d’effectuer plusieurs essais en parall¢le.

Le CPM est aussi utilisé¢ pour étudier les protéines membranaires dans des conditions plus
proches de la membrane, en utilisant la mésophase (LCP), sans empécher 1’é¢tude des

molécules sur la protéine (Liu et al., 2010).

III. Le transport de nucléotides par les NTTs chloroplastiques

Les caractérisations fonctionnelles permettent de vérifier que la protéine purifiée est bien
repliée. Dans notre cas, il est aussi intéressant de savoir si le site de liaison est disponible et

fonctionnel.

A. Import d’ATP radiomarqué

Le test de transport grace a I’ATP radiomarqué permet d’étudier la protéine dans le systeme
d’expression. Cette technique valide les constructions utilisées pour I’expression et permet
facilement de connaitre ’activité¢ des mutants... Elle permet de caractériser le transport pour
chacune des constructions. De plus, cela montre que la protéine est active dans son systéme
d’expression (Schmitz-Esser et al., 2004).

La mise en ceuvre de cette approche est facile et rapide : comme décrit dans la partie matériels

et méthodes, la seule contrainte est 1’utilisation d’un radioélément.

Dans le cas de la protéine purifiée, la caractérisation devient plus complexe. Il est possible de
reconstituer les protéines membranaires en liposomes (Rigaud and Levy, 2003). Cependant,
cette reconstitution peut s’avérer laborieuse car plusieurs points sont déterminants : la
reproductibilité, I’efficacité de I’insertion dans les liposomes, le temps nécessaire a la mise en
place du protocole fonctionnel, et ne permet pas de caractériser la protéine a cristalliser. Cette
technique étant compliquée, il serait difficile de la faire de manicre routiniére afin de

caractériser chaque batch de protéines purifiées.
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B. Fluorescence des tryptophanes

11 existe d’autres méthodes plus attractives car beaucoup plus simples a mettre en ceuvre telles
que les mesures de fluorescence des tryptophanes et le FRET. L’avantage des méthodes de
fluorescence est la facilit¢ de la mise en ceuvre mais aussi la sensibilité. L’observation
individuelle des tryptophanes permet de mettre en avant des changements de conformation
faibles confirmant que cette méthode est tres sensible. De plus, I’étude de la fluorescence des
tryptophanes peut permettre d’estimer leur microenvironnement, mais aussi de caractériser
une liaison entre un substrat et la protéine. En effet, une technique permet de savoir si les
tryptophanes sont enfouis ou non. Pour cela, des désactivateurs ioniques (I') ou neutre
(acrylamide) peuvent étre utilisés. Si le signal de fluorescence des tryptophanes en présence
de ce désactivateur diminue alors certains des tryptophanes sont exposés. Lors de ’ajout de
nucléotide, si une modification du signal est observable alors le tryptophane impliqué est
expos¢ a un milieu polaire (Solomaha and Palfrey, 2005). Une autre méthode simple est de
dénaturer la protéine grace a une forte concentration en urée, et d’observer un déplacement du
Amax- Si celui-ci se déplace vers le rouge alors les tryptophanes sont dans un environnement
apolaire. L’ajout d’un surfactant pourrait entrainer un déplacement du Ay.x vers le bleu

indiquant que le tryptophane est intégré dans une membrane, micelle...

L’un des problémes li¢ a la mesure de fluorescence est la diffusion de la lumicre. Il existe
deux types de diffusion de lumiére : Rayleigh et Raman. Dans le premier cas, 1’énergie
incidente peut étre soustraite et convertie en énergie vibrationnelle et rotationnelle résultant en
une énergie plus faible et une longueur d’onde plus élevée. On obtient une faible émission qui
pourrait interférer avec la fluorescence de 1’échantillon mesuré. Dans le cas de Raman, on
observe un décalage en fréquence de la lumiere correspondant a un échange d’énergie entre le

rayon lumineux et le milieu (PerkinElmer, 2000).

Fluorophore

Figure 4.1 : diffusion de la lumiere
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Afin de limiter les interférences de la lumiére d’excitation transmise, la fluorescence de
I’échantillon est mesurée a 90° par rapport a la lumicre d’excitation. Seuls les éléments de

I’échantillon peuvent provoquer de la diffusion de lumiére (Figure 4 .1).

C. Modifications possibles

Dans le but d’observer 1’effet de chaque résidu tryptophane seul, des mutations peuvent étre
effectuées afin de les enlever. Cette technique a été mise en avant par Kozachkov (Kozachkov
and Padan, 2011) ou tous les tryptophanes présents dans la NhaA (un antiporter Na'/H") sont
mutés. Cette protéine contient huit tryptophanes situés dans la partie membranaire et un a
I’interface avec 1’eau. Il est possible d’observer avec la protéine native un effet du Li’
(changement de conformation de la protéine en présence de Li', Na') cependant celui-ci est
relativement faible a cause du bruit de fond des tryptophanes non impliqués dans un
changement de conformation. Pour éviter cela, des mutants ont été mis au point en remplagant
les tryptophanes par des phénylalanines (4) et cystéines (2) au lieu des tyrosines qui posseédent
un spectre d’excitation/d’émission qui se superpose a celui des tryptophanes. Ils ont testé¢ dans
un premier temps si les mutations modifiaient I’expression et 1’activité de la protéine. Il s’est
avéré qu’aucun des tryptophanes n’est impliqué dans 1’activité antiport de NhaA. Cela leur a
permis de montrer ensuite que trois tryptophanes sont importants pour la protéine dans sa
sensibilité au pH et au Li".

Dans le cas de AINTT1 et AINTT2, il serait possible de muter les dix tryptophanes et de
«rallumer » un par un les tryptophanes qui pourraient étre intéressants. En effet, dans la
Figure 1.6, trois tryptophanes apparaissent comme étant trés proches des acides aminés
connus pour étre impliqués dans le transport d’ATP et d’ADP. En « éteignant » les
tryptophanes qui n’ont qu’un faible impact sur le transport, la fluorescence observée serait
spécifique au transport.

Il est aussi possible d’observer I’effet inverse, observer ’'impact sur la fluorescence pour
chaque mutation des tryptophanes d’intérét. En effet, il existe 4 acides aminés connus pour
étre impliqués dans le transport de I’ATP (Trentmann et al, 2000). A coté de 3 d’entre eux, on
retrouve 3 tryptophanes. Dans un premier temps une mutation de ces tryptophanes permettrait
d’observer s’ils sont impliqués dans le transport de I’ATP. Pour vérifier si les mutations
impactent ’activité, la mesure du transport par radioactivité peut étre utilisée, il faudra en

parallele vérifier que ces mutations ne modifient pas I’expression de la protéine.
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D. FRET

Le MANT est un fluorophore largement utilisé. C’est un classique pour les GTPases, les
protéines G hétérotrimériques, les GPCRs. Il a la particularité d’avoir une masse moléculaire
faible et d’avoir une fluorescence sensible a son environnement. Le TNP est le premier
analogue fluorescent de I’ATP utilis¢€ comme substrat pour les protéines G et les protéines
liant I’ATP. L’etheno-ATP, quant a lui, est un substrat courant pour les protéines moteurs et
les autres protéines liant I’ATP. Cependant ces deux composé€s ne permettent pas de faire du
FRET. Il existe de nombreux autres fluorophores, cependant MANT semble le plus adapté
dans le cas des NTTs car il permet d’utiliser les tryptophanes comme fluorophores liés a la
protéine. De plus, les spectres d’émission et d’excitation du MANT chevauchent ceux du

tryptophane comme décrit dans Matériels et méthodes (Figure 2.1).

Pour A/NTT, il a ét¢ montré que la présence des MANT-ATP, TNP-ATP et Etheno-ATP
entraine une compétition avec I’ATP radioactif (Figure 3.14). Ces fluorophores sont donc soit
transportés, soit uniquement liés a la protéine. En effet, il est possible que les dérivés de
nucléotides se lient a la protéine sans étre transportés, cette liaison restant faible et n’inhibant
pas le transport totalement. Une autre interprétation serait que les dérivés de nucléotides
soient transportés mais de facon moins efficace que le nucléotide lui-méme, expliquant ainsi
une compétitivité¢ partielle. Etant donné 1’encombrement des nucléotides fluorescent, la
premicre hypothése semble la plus plausible.

L’etheno-ATP entraine une compétition en radioactivité plus importante que les autres
nucléotides fluorescents (Figure 3.14). Cependant, les résultats jusqu’alors obtenus ne nous
permettent pas de conclure quant a une compétition ou a une inhibition. Mais il est clair que
I’etheno-ATP ne se comporte pas de la méme manicre que les autres nucléotides.

Dans le cadre du FRET, il est nécessaire que le fluorophore se lie au moins a la protéine, le
transport n’est pas obligatoire. Une fois cette étape validée, il est possible d’enregistrer le
signal FRET entre le MANT-ATP (ou ADP) et les tryptophanes des AfNTTs.

Lorsque le XTP est ajouté au MANT-XTP, aucune compétition n’est observée. Ces résultats
préliminaires semblent contradictoires avec ce qui est observé avec le test d’ATP
radiomarqué. D’autres tests seront alors nécessaires pour répondre a cette observation.
Cependant, le FRET observé avec le MANT-XTP et MANT-XDP est relativement faible. Il

est possible que ce signal puisse étre considéré comme du bruit de fond. Les modifications
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des tryptophanes de la protéine citées plus haut (III.C.) permettraient d’avoir un signal
exclusivement entre le site de fixation et le nucléotide fluorescent.

Des études ont été faites sur I’AAC et les ATP fluorescents. Contrairement a AINTT, ’AAC
n’est pas capable de transporter certains nucléotides fluorescents tel que le N-ATP (3'-O-
naphthoyladenosine 5'-triphosphate). Dupont (Dupont et al., 1982) a montré que le N-ATP
¢tait lié a la protéine mais non transporté.

D’apres les résultats obtenus avec 1’expérience de radioactivité, il est difficile de conclure sur
cet aspect pour AfNTT. En effet, il est possible que la protéine ne transporte que partiellement

le nucléotide modifié ou bien qu’elle soit capable uniquement de fixer ce nucléotide.
Au final, au cours de ma these, j’ai pu mettre au point une méthode de suivi de liaison des

nucléotides avec la protéine. Cela permet de vérifier relativement rapidement que la protéine

est bien repliée et est capable de lier les nucléotides.

IV. Essais de cristallisation

A. Les résultats préliminaires

Les résultats préliminaires sont encourageants. Ils nous ont permis de déterminer deux
conditions qui pourraient €tre intéressantes (Figure 3.26). Dans les deux cas, il a été possible
de reproduire les résultats obtenus en nano volumes par les plateformes robotisées, en micro
volumes de facon manuelle. Ces conditions semblent donc étre contrdlées. Toutefois, dans la
condition contenant du thiocyanate de sodium, les cristaux disparaissent aprés un certain
temps. Les cristaux sont peut-étre obtenus dans des conditions hors équilibre. Une

optimisation est nécessaire.

Afin d’obtenir des cristaux reproductibles et qui diffractent, il reste de nombreux points a
améliorer, notamment au niveau de la purification. En effet, obtenir une purification identique
d’une préparation a 1’autre est un des points majeurs. La quantité de protéine obtenue en fin
de purification semble suffisante pour effectuer plusieurs essais et de déterminer les
conditions ou des cristaux apparaissent. Des essais de I’impact de différentes concentrations
de protéines ont déja été effectués. Cependant, d’autres tests pourraient étre effectués afin de

déterminer la concentration limite entrainant la formation de cristaux.
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Jusqu’a présent, le protocole de purification semble pouvoir répondre aux critéres nécessaires
a la cristallisation. En effet, de tous les détergents testés, le LAPAO est le seul qui permette

jusqu’a présent de purifier une protéine :

- capable de lier les nucléotides,
- capable de se concentrer jusqu’a 10 mg/mL sans agrégation majeure,

- avec une faible quantité de détergent dans la préparation finale.

Des améliorations dans la purification permettraient peut-étre d’améliorer la pureté mais aussi
la stabilité¢ de la protéine en détergent. Il serait intéressant de faire un nouveau criblage de

détergent.

B. Une autre méthode

Une méthode de plus en plus utilisée est la phase cubique créée en 1996 (Landau and

Rosenbusch, 1996).

Figure 4.2 : Modele de bicouche phase cubique composé de monooléine, d’eau et de membrane
protéine. La matrice consiste en 2 compartiments : un systéme membranaire avec une surface
périodique 3D et un systeme de canaux aqueux continus. La protéine membranaire est insérée dans

une bicouche lipidique courbée enveloppant le canal aqueux

De nombreuses structures ont pu étre résolues a haute résolution grace a cette technique : 157

structures de 47 protéines. La mésophase posseéde plusieurs avantages :

- A 20°C, la phase cubique est hydratée a 40% (w/w) au maximum, ce qui lui permet
d’étre trés concentrée en lipides et donc en membrane, permettant une meilleure

insertion des protéines membranaires.

109



- La phase cubique a la propriété d’étre treés visqueuse et collante, elle reste donc en
place une fois préparée

- La phase cubique est intrinséquement poreuse permettant d’avoir chaque c6té de la
bicouche accessible aux protéines insérées contrairement aux liposomes ou seule une

face est disponible pour avoir des interactions (Clogston and Caffrey, 2005)

La mésophase forme alors une matrice lipidique, se rapprochant de I’environnement
physiologique des protéines membranaires. L’arrangement lipidique proposé par cette phase
cubique permet aux protéines de migrer et de former des contacts entre protéines et donc des
cristaux. Etant donné les résultats observés avec cette technique avec des protéines difficiles,

il serait intéressant d’effectuer des essais de cristallisation avec les A/NTT.
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Conclusion & perspectives

111




Conclusion/perspectives

L’étude entreprise sur la famille des NTTs a pour objectif de déterminer la structure de ces
protéines afin de comprendre le transport de ’ATP et ADP a travers les membranes dans les
cellules. Pour pouvoir répondre a cet objectif, je me suis focalisée sur 1’é¢tude des NTTs
chloroplastiques. Des études préliminaires sur NTT1 ont permis d’établir un protocole de
surexpression et de purification. Cependant un probléme majeur restait a résoudre, le
rendement et la reproductibilit¢ de chaque purification. Pour cela, une optimisation de
protocoles a été nécessaire au niveau de la surexpression mais aussi de la purification.

Afin de se rendre compte des caractéristiques de chaque purification, des tests de
caractérisation ont ét¢ mis au point comme tests de routine. Cela permet de déterminer les
conditions favorables a la protéine. En paralléle, I’isoforme 2 chloroplastique a été introduite
dans un vecteur, surexprimée puis purifiée. Il s’est avéré que le rendement est meilleur que
pour NTT]1 et les purifications sont plus faciles a reproduire.

Aprés de nombreuses optimisations, des essais cristallisation ont été entrepris grace au robot
de cristallisation. Des conditions de cristallisation sont ressorties positives avec 1’apparition
de petits cristaux. Ils ont pu étre reproduits dans des microgouttes. Une optimisation de ces
conditions doit étre entreprise pour améliorer les cristaux et ainsi permettre d’obtenir des

cristaux qui diffractent.

Dans l’optique d’avoir la structure de la protéine, un besoin pour une caractérisation
fonctionnelle de la protéine en détergent s’est fait ressentir. Pour cela, un protocole de mesure
de fluorescence (tryptophane et FRET) a été mis au point. Cette méthode permet de savoir si
la protéine est intacte et est donc toujours capable de lier son substrat dans les conditions de
purification utilisées. Etant donné la faible quantité en protéine nécessaire, elle permet de
comparer différentes condition et donc de sélectionner les meilleures conditions pour la

protéine. Les caractérisations biophysiques permettent de confirmer les conditions.
Afin d’obtenir des cristaux qui diffractent, il reste quelques points a aborder.

- En effet, les conditions obtenues en diffusion de vapeur peuvent étre optimisées mais

il est aussi possible de tester la phase cubique étant donné que la protéine n’est pas tres
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stable. Pour augmenter la stabilité de la protéine, des nucléotides pourront étre ajoutés
(ATP, ATP fluoroscent, Azido-ATP).

Afin de stabiliser la protéine, il est possible de trouver un inhibiteur potentiel car le
compos¢ C3 semble trés prometteur. Des dérivés de ce compos€ pourraient tre testés
afin de trouver le meilleur inhibiteur possible.

Des essais préliminaires ont déja été effectués avec le géne NTT2 synthétique. Les
modifications apportées a la séquence nucléotidique permettent a la protéine de
s’exprimer sans étre tronquée sans pour autant modifier les quantités obtenues. Des
optimisations sont possibles au niveau de la surexpression.

Comme proposé dans la discussion, des mutants tryptophanes peuvent étre construit
afin de valider complétement la méthode de mesure de fluorescence. Dans un premier
temps, les mutants sans tryptophane vont étre créés puis les tryptophanes seront
« rallumés » un par un. Les tryptophanes les plus intéressants sont ceux proches des
acides aminés connus pour étre impliqués dans le transport de I’ATP et ADP. Ensuite,
il faudra tester si la protéine est toujours exprimée au méme niveau et si elle est active
malgré les mutations. Enfin la protéine mutée sera purifiée puis tester par mesure de
fluorescence des tryptophanes et par FRET. Ces mutations permettront aussi d’enlever
le bruit de fond produit par les tryptophanes non impliqués dans la liaison avec le
substrat.

La poursuite des travaux avec les nanodisques permettrait de répondre partiellement a
la question de structure pour savoir quelles parties de la séquence protéique sont
intramembranaires et lesquelles sont extramembranaires. De plus, les nanodisques
donnent a la protéine un environnement plus stable. Peut-étre pourraient-ils étre

utilisés pour la cristallisation ?
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Annexes

ANNEXE 1 : les différentes constructions utilisées

Construction AtNTT1 (résidu 79 au résidu 624 de la séquence 039002)

HHHHHHBESTSIREIAES Vi AEAAAAGDGAVFGEGDSAAVVASPKIFGVEVATLKKI
IPLGLMFFCILFNY TILRDTKDVLVVTAKGSSAEIIPFLKTWVNLPMAIGFMLLYTKLS
NVLSKKALFYTVIVPFIIYFGAFGFVMY PLSNYIHPEALADKLLTTLGPRFMGPIAILRI
WSFCLFYVMAELWGSVVVSVLFWGFANQITTVDEAKKFYPLFGLGGNVALIFSGRT
VKYFSNLRKNLGPGVDGWAVSLKAMMSIVVGMGLAICLLYWWVNRY VPLPTRSKN
KKEKPKMGTMESLKFLVSSPYIRDLATLVVAYGISINLVEVTWKSKLKAQFPSPNEY'S
AFMGDFSTCTGVATFTMMLLSQY VENKYGWGVAAKITPTVLLLTGVAFFSLILFGGP
FAPLVAKLGMTPLLAAVYVGALQNIFSKSAKYSLFDPCKEMAYIPLDEDTKVKGKA
AIDVVCNPLGKSGGALIQQFMILSFGSLANSTPYLGMILLVIVTAWLAAAKSLEGQFN
SLRSEEELEKEMERASSVKIPVVSQDESGNGSLGESPSSSPEKSAPTNL

Construction AtNTT2 (résidu 85 au résidu 588 de la séquence P92935)

MKHHHHHHHHHEVSDY ST RN O GAVIVNSREGERE\ v FDEGDTAAMAVSPKIF

GVEVTTLKKIVPLGLMFFCILFNYTILRDTKDVLVVTAKGSSAEIIPFLKTWVNLPMAI
GFMLLYTKLSNVLSKKALFYTVIVPFIVYFGAFGFVMYPLSNLIHPEALADKLLATLG
PRFMGPLAIMRIWSFCLFYVMAELWGSVVVSVLFWGFANQITTVDEAKKFYPLFGLG
ANVALIFSGRTVKYFSNMRKNLGPGVDGWAVSLKAMMSIVVGMGLAICFLYWWVN
RYVPLPTRSKKKKVKPQMGTMESLKFLVSSPYIRDLATLVVAYGISINLVEVTWKSK
LKAQFPSPNEYSAFMGDFSTCTGIATFTMMLLSQYVFKKYGWGVAAKITPTVLLLTG
VAFFSLILFGGPFAPLVAKLGMTPLLAAVYVGALQNIFSKSAKYSLFDPCKEMAYIPL
DEDTKVKGKAAIDVVCNPLGKSGGALIQQFMILTFGSLANSTPYLGVILLGIVTAWLA
AAKSLEGQFNTLMSEEELEREMERAS

Légende :

Protéine d’intérét

Etiquette His
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ANNEXE 2 : Alignement de sequences

Comparaison des 2 isoformes d’Arabidospis thaliana (formes complétes)

AtNTT1
ALNTT2
consensus>50

AtNTT1
AtNTT2
consensus>50

AtNTT1
AtNTT2
consensus>50

AtNTT1
AtNTT2
consensus>50

AtNTT1
AtNTT2
consensus>50

AtNTT1
AtNTT2
consensus>50

AtNTT1
AtNTT2
consensus>50

1 10 20 30 a0 50 70 80

MEIQTRG LSLPEKPIGVRELQPSHGLKQRLFNL LSLSENGHKKFQ F|

90
o
NGHKKF OFL\F FICKAEAAAA V|

MEavIQTRGiLSLPaKPIGVRrlLOPSHGLKQRLFaakprNLhaLSLSfNGHKKFQaF#qillGIS!SHKERSreFICKAEAAAAGAGnV

60
stsnxensEcmxaenana
ME[F4I 0 TRGHLSLPE\KP IGVRIIALOP SHGLKORLFhgy LSLS 00 GISNISHKERS

110 120 130 140 150 160 170 180

100
FEEGDEA:HSPKIFGVEV '.I.‘LKKIPLGLMFFCILFNYTILRDTKDVLVVTAKGSSAEIIPPLKTWVNLPHAIGFMLL!TKLSNVLSK
EGDEYA, SPKIFGVEVKTLKKIWPLGLMFFCILFNYTILRDTKDVLVVTAKGSSAEI IPFLKTWVNLPMAIGFMLLY TKLSNVLSK
FAEGDSAAVVVSPKIFGVEVAaTLKKI!PLGLMFFCILFNYTILRDTKDVLVVTAKGSSAEIIPFLKTWUYNLPMAIGFMLLYTKLSNVLSK

190 200 210 220 230 220 250 260 270

KALFYTVIVPFIMYFGAFGFVMYPLSNMIHPEALADKLLWTLGPRFMGPMAIMRIWSFCLFYVMAELWGSVVVSVLFWGFANQITTVDEA,)
KALFYTVIVPFIWYFGAFGFVMYPLSNMIHPEALADKLLIITLGPRFMGP RIWSFCLFYVMAELWGSVVVSVLFWGFANQITTVDEA|
KALFYTVIVPFI!YFGAFGFVMYPLSNl1IHPEALADKLLAaTLGPRFMGPiAISRIWSFCLFYVMAELWGSVVVSVLFWGFANQITTVDEA

280 290 300 310 320 330 340 350 360

KKFYPLFGLGANVALIFSGRTVK!FSNERKNLGPGVDGHAVSLKAMMSIVVGMGLAICELYHHVNR!VPLPTRSKEKKEKP MGTME SLK]
KKFYPLFGLGANVALIFSGRTVKYFSNURKNLGPGVDGWAVSLKAMMSIVVGMGLAICIHLYWWVNRYVPLPTRSKE(KK\KP[{JMGTME SLK]
KKFYPLFGLGANVALIFSGRTVKYFSNSRKNLGPGVDGWAVSLKAMMSIVVGMGLAICILYWWVNRYVPLPTRSKnKKvKPgQMGTMESLK

370 380 390 400 410 420 430 440 450

FLVSSPYIRDLATLVVA!GISINLVEVTWKSKLKAQFPSPNEYSAFMGDFSTCTGVATFTMMLLSQ!VFEKYGHGVABKITPTVLLLTGV
FLVSSPYIRDLATLVVAYGISINLVEVTWKSKLKAQFPSPNEYSAFMGDFSTCTGMATFTMMLLSOYVFIIKYGWGVAAKITPTVLLLTGYV]
FLVSSPYIRDLATLVVAYGISINLVEVIWKSKLKAQFPSPNEYSAFMGDFSTCTG!ATFTMMLLSQYVFnKYGWGVAAKITPTVLLLTGV

160 270 180 190 500 510 520 530 540

AFFSLILFGGPFAPLVAKLGMTPLLAAVYVGALONIFSKSAKYSLFDPCKEMAYIPLDEDTKVKGKAAIDVVCNPLGKSGGALIQOFMIL,
AFFSLILFGGPFAPLVAKLGMTPLLAAVYVGALONIFSKSAKYSLFDPCKEMAYIPLDEDTKVKGKAAIDVVCNPLGKSGGALIQOFMIL)

AFFSLILFGGPFAPLVAKLGMTPLLAAVYVGALONIFSKSAKYSLFDPCKEMAYIPLDEDTKVKGKAAIDVVCNPLGKSGGALIQQFMIL

550 560 570 580 590 600 610 620
HFGSLANSTPYLGU ILLWIVTAWLAAAKSLEGOQFNEILUSEEELEJNEMERASSVKIPVVSQ G 13 SEREBJE K SEAP T|
p FGSLANSTPYLGAILLEIVTAWLAAAKSLEGOFNWLINSEEELERIEMERASSVKIPVVSO G} E| S[}H]E K SkyP T|
SFGSLANSTPYLGVILLVIVTAWLAAAKSLEGQFNSLmSEEELEKEMERASSVKIPVVSQ##agnGslgEspSqlpEKSaPTni

La numérotation utilisée dans le manuscrit ne tient pas compte de la méthionine en
position 1.
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Comparaison de différentes séquences de NTT1 provenant de différents

organismes

1 10 20 39 a0 =9

ALNTT) t e MEAVIQTRGLLSLPTRPIGVRSQLOPJUGLXGRLFAAX . . PRNLANGLSLEFNGHK., . ...
PABINTTL s i eecrarrreararrr e e MUODAKRD . v e R 1 -
PENTT] MIPTTEVASRRSVVLVGLACTTLLLAVLEPS rlAiavS.hla'lsrlquvn'susmu.rnnum.n
TPNTTI teerarrreraas MGRYTTPIVCLLALLLOTNGFSP. . AGR. .. ...T...GELVCP.. . ...V
TiC1 I T 15 (1 T 7 (S ) . &7 .
L T T B L I N I T
60 70 89 90 100 119
ALNTTI KFQIFEPTLEGISISNK. .. . ERSTE. .FICKAZAAAAR. .GDGAVFGEGDSAAVVASPEIFGVEY
PamNTTL KN RAF P WP UIMGY o 4 v v vmm s v v smssnsssssansssssssssssssssssssssnassssssnns
PENTTI MGHPONSALENQTPNSKAGANKRKPRPTMVEPIQNSDAAIESNDDESDSKKKGPLOXIKSIVPPQ
TPNTTI $..TASSSVRYANKYD. .. .GXR.. ... L SRLYNS....ZGGEAAALPPEKGFLEXIKSSMPPA
TC1 B 2 B T - P
CORPODBUSII0 v cceevre¥DocerrrrsverelovvcerrrvsnererrvssersrssvvvevrevnssRoeconee
120 1350 169 170
ALNTT ATLE ‘n‘:.ﬁ:i AXGESATHPJUOTWVN LT GFNLLTu s
PamNTTL - BLELLIME ¥ v SAG. . A PALISYGV Y, MreLrnrrgaliens
PLNTT] EERQULVILALUY, APKSGALIVEIP 4T ST YCN L N:GrTGyigAlINT
TPNTTI KERXIL VL AN Axxsca VEIP 4T T Y VN L, N:GrTaLys l.c
7iC1 .Enxrninartn ST G P saurrzvisfvzanss
consensus>50 ...levPS.ln"ctlfl!tibldtlnvlv'ta g. n!v!p'lltyvnl?.l:gfl.ir us.
189 190 200 219 220 2319
ALNTT WVESXKALEITVIVPT T ¥JGA] VHYQLSEYTND. EALADXLLTTEGPRIMGFIATLRIJSFC
PamNTTL NTLSRENLIGIVTLLE 4T3 ¥ QGLAVNY (AREVLN . ASAZALKAYLPGGRTGLAAAYEN NY S
PENTTI DEMELENVIGIACY I PG I ¥ RS ALY IY NRATLN . NALVOVLAARLPANFAAPLAT VRN SY A
TPNTTI DXMEQXDVIGIACTV P gn 3 ¥ JLAJALIV I¥ ¥V u.l- LMAFPNVDXIALALPEGF GAPLAIVRESY A
7ic1 p_lx XQENVIZIVITSY ALJALIVLY JYP njnmrlusuu N.FKNFIXIVGK A
consensus>50 s..kuvr‘r...vprli\'..r.rv-t?..n 1hP.ha.vé#.1...1p..f. . .p.aivroNsia
240 239 260 270 209 290 300
ALNTT) LAP X CEUARIAN GERY GFVJOT] TVD xr”n.‘- G VNI FSGRTVKTFSNLRKREIGP
PamNTTL 1 n.";_z. S vV L Gr¥ior avn_” R¥ IS L £20G _z.” LVSGPAIVIVSDIRKRLPA
PENTT) Vi vuﬂ;_u S VVATL SL.tjor :rv:_” XY P L3NG -”" IFSGQYVRKFVENMRASLAP
TPNTT] Vi vu:hxuvsvva L sriviEyv -nm_n XY n.‘r G .v: IFSGQYVRIVEKMRAGLP P
TLCL 58471 OTMNL Qr X1 LEIFG TESVVIGXYLUEKT .. ..
consensus>S0 vFYVERAERSNGsvv . S1LYMW. {AIOxl’tldlAlkt!pS'GLgAlvALifug..l.\v.a-r..l P
310 szo 139 340 Iso 169
ALNTT GVDGHAVELUXANNS IVVGNGLATCLLYWHVERYJPLPTR. ... ... . 8K e X PINGTH] ¥
PamNTTL KYDAMQISLEYLNGMVVIAGLAILAIYWWINRAGLTDPRFYDLNQEKAP xxalinsLe {]r3r
PLNTT] GVDAMAVSELEYLNGAVVASGGVLLATYXY IQDRVAKSEANKALKKYPSX 2 2P . . [INTLK_L]Al3r
TPNTTI GVOPHGVSLKYLNGAVVASGGCLISIVSYMORXUNTDPECVIQEKQAAKX  iKRVINGL R _TIA[dr
TLCL QIVAENLKFVPLFVIMITSSFLITLTYRWMNKNLTDPRLYDP, ALVER xaljLsrr, N
consonsus>S0 gldaw.vsl.ySmg.vi.sg..i...8.wildr.Vltdpr..d......k. XX . k.X$.1.E5.X¢
370 389 390 o0
ACNTT) LVSJPHIRDLNTAVVAIIS 1] v R WRET S Aqr"*i—it
PamNTTL Ly lun.cz.ﬂx»"vxn G WM TS 0V x.qt-_'xvln
PENTTI LesfegironMAvs 'ncx WY S UAKLIQAY (D PES
TPNTTI LMS vuxxo:.'ho"vxt -ncx WV SIS KLLIAA Y DPKA
TICL I PIXNEE SIALALES £ .vav viizLy SrxEAlTI Y] :
consensus>50 1fsSpY!.dlAlL!laYGis INIVEY . WKeklX. . sPdpl.YsatMGnrs. . .5G. vt..-)ﬂ.lg.
439 4440 4%0 469 av70
ALNTTI QYNFRRYGUG VKT Vi L v FSLTLQJGGPPAR. LVAKTIGHT] 0N XS K
PamNTTL GrvIrRnkGGrIILr vvnLv it alirsrvifixontac. y1aader =37 NS X
PLNTT] RETFORPGURTIVILV AT IGV R L G4r ATRV[{SGAXS P . vAALIG T 27 X LEAS K
TPNTT] RRIFORYGURXIVILVAISNIGI R uAgYALTI[JaPrrEr. zaas G 27 NS X
701 snELRXVS L I aunr i aRyrsr DSVIAMELTGI! LE AN VIR S 0N RN
consonsus>S0 . . 1fqkygW. . AALITP.2]l . vTG.aFke. . iiV....0p...8 . LgttPLolAVIVvGaaQNI1SX
a%0 509 s10 520 539 540 539
ALNTTI 5a DLEIHKES -ltn'n(v__' IoVEN PRI ALINTG . . rNTUSFGSLANSIOVE
PamNTTL A DR IKES P ES KV .‘xﬂﬂvo“vcau- b ST NGLLAFGTLATI YT
PENTTI 58 DLEIKES JOES KT _'x ogveN P AT A LIE0 . . VEIFGNGSLARALIIYL
TPNTTI 55 DEISKES -]qnsur__‘x vovGE P AT ANIEI0 . . ILIFGYGSLAAATINI
701 Gv P N XDLRY VELIGGR AT A I ISTY Y ILV PR YGY IEAJJYY
consensus>50 8 . XYSLYDPpcXENAYIPLOgQéskvXKGkAAI IV IgnpLGKSGGalIQg...lif.vgula.aTPyl
560 579Q s89Q 590 60Q €19
ALNTTI Gn i:ﬁ??rnﬁiaiil RGP NSHRSEE P LEXENERASSVKIPVVSQDESGNGSLGESPSSSPE
PamNTTL GAHLNVITAALIVAARSASKOF TOLTARQNIEXNIDKTSEIATS . o oo vw v s s
PENTTI AVHILAGLVFMVRAANSAAGOF NTANSADGVSE ve -
TPNTTI AGHLGVLLFFUYXSVRSIAGOF EDANAANDATA .
TICL ASHPr I IVILIPAVKGOANKEYDVLVNKNEK . .. .00t
consonsus>50 a.Il.viv.. Mi.an.sL.gftn.l. .. 00, ... .ttt
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Comparaison de différentes séquences de NTT2 provenant de différents
organismes

AtNTT2
PamNTT2
TpNTT2
PENTT2

TLC2
consensus>50

AtNTT2
PamNTT2
TpNTT2
PENTT2
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consensus>50
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..hP..e. Vgeowooa@an

L
I
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L
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1
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AtNTT2 EELEREMERASSVKIPVVS[QEDAPSGETTSQLSEKST
PamNTT2 KAREDIGEST.....PRTSEE.....QVLEPLKAAS.
TpNTT2 OEE/TKEEQK .
PNTT2 DKADKMEAKT ...H

consensus>50 Wl..a..L..gina....€..€...€..000000222@uuunnnnnnnnsnnnnnnnns

La numérotation utilisée dans le manuscrit ne tient pas compte de la méthionine en
position 1.
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ANNEXE 3 : Les détergents

LDAO
N,N-Dimethyldodecylamine N-oxide

CHj3(CH,)1N(O)(CHs),
GHs
CH3(CH2)1OCH2_'}|_CH3
O

LAPAO

3-Lauramidopropyl-N,N-dimethylamine oxide, Dodecylamidopropyldimethylamine
oxide

C17H36N202
O
} H
HSC—I}I\/\/NYCHQ(CHQ)QCHg
CHs

O
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CYMAL 6
6-Cyclohexylhexyl p-D-maltoside

C24H44014

DDM
n-Dodecyl p-D-maltoside, Lauryl-f-D-maltoside

C24H4601,
HO HO
O 0O OCH2(CHy)1oCH3
OH OH
@)
MNG3

Decyl Maltose-neopentyl glycol
C43Hsg0022
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B-0G
Octyl 3-D-glucopyranoside

Ci14H2306
HO
OOCHZ(CHQ)GCHS
OH
HO OH
CHAPS

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate

C32H58N207S . XH20

CH H-.C CH
HO 23 3L, L3
- CH; H

. XHzO

Foscholine 12

n-Dodecylphosphocholine (DPD, FC 12, FOS12)

C17H38NO4P
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ANNEXE 4 : FTIR et Microscopie électronique

Test de caractérisation : spectrométrie infrarouge avec transformation de Fourier
(FTIR)

s
e | 0016 -

0,014 4

1% LAPAO
soro / 0,012 -

0,01 +

§._... ___—06%LAPAO

0,006

y=0,0112x+0,0034
R*=0,9896

- Echantillon 7X concentré )((ﬂ \ 0,3% LAPAO 02 04 0-'5 0:8 1

Ec;a;ullcn avant concemration

Spectre d’infrarouge entre 3000 et 2600 cm™. Les pics sont extraits du spectre complet de
I’échantillon. Les différentes courbes correspondent a différentes concentrations en détergent.
L’intensité maximale du pic permet d’obtenir la courbe de calibration sur la droite.

Microscopie électronique : coloration négative de I’échantillon provenant de la
purification figure 3.9.

Photo 1: L’épaulement du
pic correspondant a une
fraction plutét pure.

Photo 2 : Le pic principal
correspondant a un
mélange d’espece (Cf gel
SDS-PAGE)
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ANNEXE 5 : Résumé des différentes techniques appliquées au 2 isoformes

Analyse par utltracentrifugation

Microscopie électronique

Stabilité thermique

Protéolyse limitée

Dichroisme circulaire

Test de radioactivité

Mesure de la fluorescence des
tryptophanes

F.RE.T.

Nanodisques

Quantité de detergent lié? Etat oligomérique?

Homogénéité

Dans quelle condition est-elle plus stable?

Flexibilié de la protéine

Structure secondaire

Détermination des constantes de cinétique et recherche
d’inhibiteur

Détermination des constantes de cinétique en détergent.

Activité en détergent

Activité ? Topologie ?
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Résumé

L’hydrolyse de I’ATP en ADP constitue la principale source d’énergie de la cellule. Le
transport de ce nucléotide depuis son lieu de syntheése vers le cytosol est essentiel pour la
plupart des réactions métaboliques et nécessite un passage a travers les membranes. Ainsi, un
grand nombre de transporteurs d’ATP/ADP sont présents dans les différents organites tels que
les mitochondries, les chloroplastes, et autres types de plastes mais aussi chez les bactéries
pathogenes (Rickettsia prowazekii, Protoclamydiae amoebophila) (Trentmann et al, 2007).
L’équipe s’intéresse principalement a 2 types de transporteurs d’ADP et d’ATP, la famille des
transporteurs mitochondriaux (MCF) et la famille des NTT (plastes et bactéries). Malgré des
fonctions similaires, ces 2 familles de transporteurs possedent des propriétés biochimiques et
structurales différentes. De nos jours, il n’existe aucune information structurale disponible sur
la famille des NTTs. La détermination de cette structure pourrait permettre de comprendre le
mécanisme de transport de ces transporteurs mais plus généralement comprendre le transport
de ’ATP et ADP dans les cellules.

Une ¢étude a été initiée sur la structure et la fonction de la famille des NTT plus
particulierement des transporteurs chloroplastiques d’Arabidopsis thaliana mais aussi des
transporteurs bactériens. Toutefois, ma thése concerne principalement les transporteurs
chloroplastiques NTT1 et NTT2. Ces 2 isoformes sont localisées dans la membrane interne
des chloroplastes et permettent de pourvoir le stroma en ATP lorsque la photosynthése ne
peut pas avoir lieu par manque de lumicére.

Nous avons déterminé et optimisé€ les conditions de surexpression des 2 isoformes dans un
systéme hétérologue puis de purification en détergent). Nous avons mis au point des méthodes
permettant de caractériser le transporteur en solution et de mesurer son activité¢ dans le but
d’aboutir a une étude structurale. Des pistes de cristallisation ont également étaient obtenues.

Abstract

ATP is the main energy currency in the cell and its transport across membranes is essential for
most of the metabolic reactions. A large number of ATP/ADP transporters are present in the
different cell organelles such as mitochondria, chloroplasts, other types of plastids and some
are also found in bacteria (Rickettsia prowazekii, Protoclamydiae amoebophila) (Trentmann
et al, 2007). The team is mainly interested in two distinct transporters families, the
mitochondrial carrier family (MCF) and the NTT family. Despite similar function,
mitochondrial ADP/ATP transporters (Pebay-Peyroula et al, 2003) and NTT proteins exhibit
different structural and biochemical properties. To date no structural information is available
on the NTT family. The determination of a structure would help for understanding the
transport mechanism of these carriers and more generally the different mechanisms of the
transport of ADP and ATP within the cell.

We initiated a structure-function study on the NTT family focusing on chloroplast
transporters from Arabidopsis thaliana and also from bacteria. My thesis is focused on
chloroplast NTT1 and NTT2. These isoforms are localized in the inner membrane of
chloroplast. They transport ATP inside the chloroplast in order to supply the different
reactions occurring in the stroma when the photosynthesis does not occur.

We have determined and optimized conditions to overexpress these 2 isoforms in
heterologous systems and to purify the protein in detergents. We have also set up tools to
characterize the carrier in solution and to measure its transport activity opening the way to
functional and structural studies. We obtained promising crystallization hits.
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