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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).

15



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
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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.

33



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
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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.
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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).
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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).
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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. 