N
N

N

HAL

open science

Caractérisation d’une famille de protéines
intrinsequement désordonnées, les syndécans
Frank Gondelaud

» To cite this version:

Frank Gondelaud. Caractérisation d’une famille de protéines intrinseéquement désordonnées, les syn-
décans. Biochimie, Biologie Moléculaire. Université de Lyon, 2020. Frangais. NNT: 2020LYSE1160 .

tel-03376362

HAL Id: tel-03376362
https://theses.hal.science/tel-03376362

Submitted on 13 Oct 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03376362
https://hal.archives-ouvertes.fr

N°d’ordre NNT : 2020LYSE1160

THESE de DOCTORAT DE L'UNIVERSITE DE LYON

opérée au sein de
I’'Université Claude Bernard Lyon 1

Ecole Doctorale N° 205
Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences - Santé

Spécialité de doctorat : BIOCHIMIE

Soutenue publiqguement le 16/10/2020, par :
Frank GONDELAUD

Caractérisation d’'une famille de
protéines intrinsequement
désordonnées, les syndécans

Devant le jury composé de :

Dr Sonia Longhi Directeur de Recherche CNRS Université Aix Marseille Rapporteure
Pr Herman van Tilbeurgh Professeur des Universités Université Paris-Saclay Rapporteur

Pr Agnés Girard-Egrot Professeur des Universités Université Lyon 1 Examinatrice
Dr Martin Blackledge Directeur de Recherche CEA Université Grenoble Alpes Examinateur
Dr Nicole Thielens Directeur de Recherche INSERM Université Grenoble Alpes Examinatrice
Dr Lionel Ballut Maitre de Conférences HDR Université Lyon 1 Examinateur

Pr Sylvie Ricard-Blum Professeur des Universités Université Lyon 1 Directrice de thése






Université Claude Bernard — LYON 1

Administrateur provisoire de I'Université

Président du Conseil Académique

Vice-Président du Conseil d’Administration

Vice-Président du Conseil des Etudes et de la Vie Universitaire
Vice-Président de la Commission de Recherche

Directeur Général des Services

COMPOSANTES SANTE

Département de Formation et Centre de Recherche
en Biologie Humaine

Faculté d’Odontologie

Faculté de Médecine et Maieutique Lyon Sud - Charles Mérieux
Faculté de Médecine Lyon-Est

Institut des Sciences et Techniques de la Réadaptation (ISTR)

Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques (ISBP)

. Frédéric FLEURY
. Hamda BEN HADID

. Didier REVEL

M
M
M
M. Philippe CHEVALLIER
M. Jean-Frangois MORNEX
M

. Pierre ROLLAND

Directrice : Mme Anne-Marie SCHOTT

Doyenne : Mme Dominique SEUX
Doyenne : Mme Carole BURILLON
Doyen : M. Gilles RODE

Directeur : M. Xavier PERROT

Directrice : Mme Christine VINCIGUERRA

COMPOSANTES & DEPARTEMENTS DE SCIENCES & TECHNOLOGIES

Département Génie Electrique et des Procédés (GEP)

Département Informatique

Département Mécanique

Ecole Supérieure de Chimie, Physique, Electronique (CPE Lyon)
Institut de Science Financiére et d’Assurances (ISFA)

Institut National du Professorat et de I'Education

Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1

Observatoire de Lyon

Polytechnique Lyon

UFR Biosciences

UFR des Sciences et Techniques des Activités Physiques et Sportives
(STAPS)

UFR Faculté des Sciences

Directrice : Mme Rosaria FERRIGNO
Directeur : M. Behzad SHARIAT

Directeur M. Marc BUFFAT

Directeur : Gérard PIGNAULT

Directeur : M. Nicolas LEBOISNE

Administrateur Provisoire : M. Pierre CHAREYRON
Directeur : M. Christophe VITON

Directrice : Mme Isabelle DANIEL

Directeur : Emmanuel PERRIN

Administratrice provisoire : Mme Kathrin GIESELER

Directeur : M. Yannick VANPOULLE

Directeur : M. Bruno ANDRIOLETTI






LABORATOIRE D'ACCUEIL

INSTITUT DE CHIMIE ET DE BIOCHIMIE
MOLECULAIRES ET SUPRAMOLECULAIRES
UMR 5246
Université Lyon 1 — CNRS — INSA — CPE

Equipe Assemblages Supramoléculaires Péricellulaires Extracellulaires

Sous la direction du

Professeur Sylvie Ricard-Blum

Batiment Raulin
Université Claude Bernard Lyon 1
43 Boulevard du 11 novembre 1918
69622 Villeurbanne Cedex

2016 - 2020

INSA

INSTITUT NATIONAL

DES SCIENCES -
APPLIQUEES

LYON L

YON

4



LISTE DES ABREVIATIONS

4-PBA : acide 4-phénylbutyrique

6xHis : étiquette 6 histidine

ADAMs : a disintegrin and metalloproteinase
ADN : acide désoxyribonucléique

ATD : arrival time distribution

AUC : analytical ultracentrifugation

BLI : interférométrie de biocouche

BMP : bone morphogenetic protein

CCD : charge coupled device

CD : circular dichroism

CEM : chain ejection mechanism

ClGu : chlorure de guanidinium

CRM : charge residue mechanism

CS : chondroitine sulfate

CSD : distribution des états de charges
CSPG4: chondroitin sulfate proteoglycan 4
DEAE : diéthylaminoéthyle

DLS : dynamic light scattering

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO : diméthylsulfoxyde

DNAse | : désoxyribonucléase |

Domaine NA : domaine non sulfaté
Domaine NA/NS : domaine de sulfatation
intermédiaire

Domaine NS : domaine tres sulfaté

dp : degré de polymérisation

DS : dermatane sulfate

DSC : differential scanning calorimetry
DTSSP: 3,3"-
dithiobis(sulfosuccinimidylpropionate)
DTT : dithiothréitol

ED : ectodomaine des syndécans

ED-1-3 : ectodomaine des syndécans 1 a 3
ED-4 : isoforme 2 du syndécan-4

EDC : 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide

ED-PG : ectodomaine de syndécans portant
leurs chaines de glycosaminoglycanes
EDTA : acide éthylenediaminetétraacétique
EGF : endothelial growth factor

EGFR : endothelial growth factor receptor
EOM : ensemble optimization method
ERK : Extracellular signal-regulated kinases

ERM : ezrine — radixine — moésine

EROS : ensemble-refinement of SAXS

ESI : electrospray ionization

ESI-MS : electrospray ionization mass
spectrometry

FA : funnel A / force d'activation

FGF : fibroblast growth factor

FITC : isothiocyanate de fluorescéine

FNIII : domaine fibronectine Il

FNIIl4. : anastelline

FPLC : fast protein liquid chromatography
FRET : Forster resonance energy transfer
FTIR : Fourier-transform infrared spectroscopy
GA : glutaraldéhyde

GAGs : glycosaminoglycanes

Gal : galactose

GalNAc : N-acétylgalactosamine

GDF : growth differentitation factor
GIcNAC : N-acétylglucosamine

GIcNS(6S) : glucose N- et 6-sulfaté

GIcUA : acide glucuronique

GPA : glycophorine A

GPC : glypican

GPI : glycosylphosphatidylinositol

HA : acide hyaluronique

HBS : tampon HEPES salin

HDX-MS : hydrogen-deuterium exchange mass
spectrometry

HE : oligosaccharides d’héparine

He : hélium

HEK : human embryonic kidney

HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine
éthane sulfonique

HER2 : human epidermal growth factor
receptor 2

HexUA(2S) : acide hexuronique 2-sulfaté
HGF : hepatocyte growth factor

HP : héparine

HPLC : high-performance liquid
chromatography

HS : héparane sulfate

HSNA : tétrasaccharide d’héparane sulfate non
sulfaté



HSNS : tétrasaccharide d'héparane sulfate
sulfaté

HSPG : protéoglycane a héparane sulfate
IdoA(2S) : acide iduronique 2-sulfaté

IdoUA : acide iduronique

IDPRs / IDRs : intrinsically disordered (protein)
regions

IDPs : intrinsically disordered proteins

IGF1R : insulin-like growth factor-1 receptor
IM (ESI-IM-MS) : ion mobility

IPTG : isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside
KS : kératane sulfate

LRR : leucine-riche repeat

MALLS : multiangle laser light scattering
MDM2 : murine double minute 2

MES : minimal ensemble search

MG : molten globule

MMP : matrix metalloproteinase

MoRE / MoRF : molecular recognition element /
feature

MREMD : multiplexed replica exchange
molecular dynamics

MS/MS : spectrométrie de masse en tandem
MT-MMP : membrane-type matrix
metalloproteinase

NANA / Neu5Ac : acide N-acétylneuraminique
Ne : néon

NIBS : Non-Invasive BackScatter

Ni-NTA : acide nitrilotriacétique — Ni**

NO : monoxyde d'azote

NRP : neuropiline

NuMA : nuclear mitotic apparatus

O-GPA : O-glycosylation de la glycophorine A
PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis
PBS : tampon phosphate salin

PDZ : PSD-95, Discs-large, Zonula occludens-1
pHi : pH isoélectrique

PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

PKCa : protéine kinase C a

PMG : premolten globule

PMLOs : proteinaceous membrane-less
organelles

POPC : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine

PTMs : post-translational modifications
PVDF : polyfluorure de vinylidene

RC : random coil

RMN : résonance magnétique nucléaire
RPTP-y : receptor protein tyrosine
phosphatases

RX: cristallographie aux rayons X

SAXS : diffusion des rayons X aux petits angles
SDC : syndécan

SDCBP : Syndecan-binding protein 1

SDS : dodécylsulfate de sodium

SEC : size exclusion chromatography

SLRPs : small leucine-rich proteoglycans
s-NHS : N-hydroxysulfosuccinimide

SPOCK : SPARC/Osteonectin CWCV and Kazal-
like domain proteoglycans

SV2 : synaptic vesicle protein 2

SVF : sérum de veau foetal

TCEP : Tris(2-carboxyethyl)phosphine)

TCQ: tryptophan triplet cysteine quenching
TFE : trifluoroéthanol

TGFB : transforming growth factor

ThT : thioflavine T

TIAM-1: T-lymphoma invasion and metastasis-
inducing protein 1

TMAQO : oxyde de triméthylamine

TMD : transmembrane domain

TOF : time of flight

U.A. : unité arbitraire

VEGEF : vascular endothelial growth factor
VEGFR-2 : vascular endothelial growth factor
receptor 2



PARAMETRES & CONSTANTES

PARAMETRES GENERAUX

C : concentration

E : énergie

MM : masse moléculaire

T : température

A :longueur d'onde

kg : constante de Boltzmann

DLs:

D : coefficient de diffusion

Dh : diamétre hydrodynamique
Rh : rayon hydrodynamique

n : viscosité

INTERACTIONS BIOMOLECULAIRES

ka : constante cinétique d'association

kd : constante cinétique de dissociation
Kp : constante d'équilibre de dissociation
kobs : cOnstante de vitesse observée

AA : décalage de longueur d'onde (shif?

FILTRATION SUR GEL

Kav : coefficient de partition
Kd : coefficient de distribution
Rs : rayon de Stokes

Vo : volume mort

Ve : volume d'élution

Vi : volume interne

Vt : volume total

RHEOLOGIE

El : indice d'élongation

M : mesure de I'agrégation / agrégabilité en
stase

M1 : mesure de I'agrégation / agrégabilité a
faible vitesse de cisaillement

SAXS

V : volume partiel spécifique

Dmax : taille maximale

Hy(S) : entropie

I(s) : intensité de diffusion

P(s) : facteur de forme

Ro : facteur de Flory

Rflex : paramétre de flexibilité

Rg : rayon de gyration

Ro : variance de la distribution de I'ensemble
sélectionné par rapport au pool

s: module du vecteur de diffusion

S(s) : facteur de structure

Smin/max - Valeur la plus petite / grande de s
v: exposant de Flory

V : volume

Ap : contraste

¢ : exposant de Porod

© : angle de diffusion

SPECTROMETRIE DE MASSE

A : aire sous la courbe

CCS (Q) : section efficace de collision

e : charge élémentaire

£: valeur du champ électrique

FWHM : largeur a mi-hauteur

K : mobilité d'un ion

L : longueur du tube de dérive

SASA : surface accessible au solvant

SASAav : SASA moyenne

SASAcpt : SASA des conformations compactes
SASAext : SASA des conformations étendues

t : temps total mesuré

to : temps de dérive entre la sortie du tube et le
détecteur

t4 : temps de dérive dans le tube

z: charge

Zay . Charge moyenne
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Chez les vertébrés, les syndécans sont une famille de quatre protéoglycanes
membranaires de type | exprimés dans tous les types cellulaires ou au moins un type de
syndécan est exprimé, excepté chez les globules rouges (Afratis et al, 2077). lls réalisent
leurs fonctions biologiques d'abord en tant que molécules d'adhésion mais aussi en tant
que récepteurs ou corécepteurs a la surface cellulaire et participent a plusieurs processus
physiopathologiques (Couchman et al, 2015, Afratis et al, 2017).

Les syndécans possédent une organisation structurale identique et sont composés d'un
domaine extracellulaire qui porte plusieurs chaines de glycosaminoglycanes et qui est
peu conservé, d'un domaine transmembranaire et d'un court domaine cytosolique qui
sont a l'inverse tres conservés. Plusieurs structures du domaine cytosolique, notamment
du syndécan-4 (Lee et al, 7998 Shin et al, 2007), ainsi que celle du domaine
transmembranaire du syndécan-2 (L/ et al, 2079) ont été déterminées. L'ectodomaine
des syndécans est prédit comme intrinsequement non structuré (Leonova & Galzitskaya,
20175) et peut étre libéré par le processus de shedding dans I'espace extracellulaire, ce
processus étant amplifié lorsque les chaines d'héparane sulfate qu'il porte sont
préalablement dégradées par I'héparanase humaine (Manon-Jensen et al, 2070). Leur
ectodomaine a tres peu été étudié et seule la structure d'un octapeptide de
I'ectodomaine du syndécan-1 cocristallisé avec un de ses partenaires a été résolue et
n'adopte pas de structure secondaire (Briggs & Hohenester, 2018).

Le premier objectif de ces travaux a ainsi été de caractériser I'ectodomaine des quatre
syndécans sur le plan structural et conformationnel. Dans un premier temps, nous avons
étudié la partie protéique des ectodomaines des syndécans ne portant pas leurs chaines
de glycosaminoglycanes en les exprimant sous forme recombinante en systeme
procaryote. En absence de leurs chaines de glycosaminoglycanes, la partie protéique de
I'ectodomaine des syndécans conserve ses fonctions de molécule d'adhésion (McFall &
Rapraeger, 1998 Whiteford et al, 2008 De Rossi et al, 2014, Jung et al, 2076). Les
ectodomaines acquierent également de nouvelles fonctions en jouant le role d'effecteur
paracrine, autocrine ou de compétiteur des syndécans transmembranaires (Manon-
Jensen et al, 20170).

Nous avons pour cela employé diverses approches biophysiques. L'étude de leur
composition en structures secondaires a été réalisée par dichroisme circulaire et les
informations sur leur taille et sur leur forme ont été obtenues par diffusion dynamique
de la lumiere (DLS) et par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS). Ces techniques
nous ont permis de mesurer leur rayon hydrodynamique, leur rayon de gyration ainsi
que la taille maximale des ectodomaines en solution.
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L'analyse des intensités de diffusion par SAXS nous a également permis de caractériser
leur flexibilité et leur hétérogénéité conformationnelle. Les ectodomaines des syndécans
ont été étudiés en phase gazeuse par spectrométrie de masse en conditions natives et
par mobilité ionique nous permettant de définir leur espace conformationnel ainsi que
leur degré de compaction par le calcul de leurs surfaces accessibles au solvant (SASA)
ainsi que leurs sections efficaces de collision (CCS). Les expériences de mobilité ionique
ont été réalisées en collaboration avec le Dr Fabien Chirot (Institut des Sciences
Analytiques — ISA, UMR5280 Villeurbanne), le Dr Luke MacAleese (Institut Lumiere
Matiere — ILM, UMR5306, Villeurbanne), Mathilde Bouakil (ILM) et Aurélien Le Fevre
(ISA). Ces travaux ont fait I'objet d'un article soumis pour publication dont je suis le
premier auteur. Des expériences préliminaires de diffusion dynamique de la lumiere et
de SAXS ont également été réalisées sur les ectodomaines des syndécans portant leurs
chaines de glycosaminoglycanes que nous avons exprimés en systéme eucaryote.

Le second objectif de nos travaux a été de créer le premier interactome exhaustif des
syndécans par la curation manuelle de la littérature et par l'interrogation de plusieurs
bases de données, de l'analyser puis de définir l'interactome commun aux quatre
syndécans. Les informations du site d'interaction sur les syndécans ont également été
apportées lorsqu’elles étaient disponibles. Ces travaux ont fait I'objet d'une revue dont je
suis le premier auteur qui a été publiée dans FEBS Journal.

Nous avons également cherché a identifier de nouveaux partenaires interagissant
directement avec la partie protéique de I'ectodomaine des syndécans par interférométrie
de biocouche (BLI). Nous avons caractérisé I'un des complexes identifiés avec un
fragment de la fibronecting, l'anastelline, par différentes approches comme la
spectrométrie de masse et I'amarrage moléculaire (docking) en collaboration avec le Dr.
Sergey Samsonov et son équipe (Université de Gdansk, Pologne).

Finalement, un troisieme axe de recherche a porté sur le réle des glycosaminoglycanes
et des acides sialiques présents dans le glycocalyx des globules rouges dans leurs
propriétés rhéologiques. Nous avons comparé leur réle a la surface des globules rouges
de sujets sains et de patients drépanocytaires par agrégométrie et par ektacytométrie,
cette-derniere technique permettant d'étudier la déformabilité des globules rouges. Ces
travaux ont été réalisés en collaboration avec le Pr. Philippe Connes et son équipe
(Laboratoire Interuniversitaire de Biologie de la Motricité — LIBM, EA7424, Université
Lyon 1). lls ont fait I'objet d'une publication dont je suis le premier auteur dans American
Journal of Hematology.
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1.1 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est un réseau tridimensionnel dynamique composé
d'une grande diversité de molécules (7heocharis et al, 2076). D'abord considéré comme
un support structural, la matrice extracellulaire régule en réalité un grand nombre de
fonctions biologiques comme la croissance, la migration, la différentiation et la survie
cellulaire (Mecham, 2072, Naba et al, 2076). La composition en biomolécules de la
matrice extracellulaire varie selon les tissus mais plusieurs familles de molécules y sont
retrouvées, ce qui constitue le matrisome. La matrisome a été défini /n silico par une
approche bioinformatique en se basant sur les caractéristiques des protéines de la
matrice extracellulaire, c'est-a-dire la présence d'un peptide signal et de domaines
protéiques fréquemment retrouvés dans ces protéines (Naba et al, 2072, Naba et al,
2076). La composition du matrisome dans différents tissus sains et pathologiques a été
déterminée par protéomique quantitative (Maba et al, 2076). Certaines de ces données
protéomiques sont disponibles dans la base de données MatrisomeDB
(http://www.pepchem.org/matrisomedb, Shao et al 2020). Ces techniques ont

également permis de déterminer les biomolécules qui sont associées au matrisome
(Naba et al, 2076). Chez I'Homme, le core matrisome contient environ 300 genes codant
majoritairement pour des glycoprotéines (environ 200) et pour des collagenes et des
protéoglycanes (Figure 1).

I Matrisome-associated genes I I Core Matrisome genes I

Secreted Factors

I Glycoproteins |

Collagens

l Proteoglycans

Regulators

ECM-affiliated

Figure 1: Composition des matrisomes humain et murin. Nombre de genes humains (Hs) et
murins (Mm) codant pour des biomolécules systématiquement retrouvées dans les matrices
extracellulaires (core matrisome) ou qui y sont associées (matrisome-associated genes). D'aprés
Naba et al,, (2016).
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Les protéines associées au matrisome ont été regroupées en trois catégories, les facteurs
sécrétés, les régulateurs de la matrice ou les biomolécules qui y sont affiliées (Figure 1).
Au total, pres de 800 protéines sont associées au core matrisome. Les facteurs sécrétés
sont représentés par de petites protéines comme les facteurs de croissance ou les
cytokines. Les protéines affiliées a la matrice sont notamment des protéoglycanes
membranaires ou associés aux membranes comme les syndécans ou les glypicans ainsi
que des glycoprotéines et certaines sémaphorines. Enfin, les protéines ayant pour
fonctions la régulation des assemblages extracellulaires, de leur réticulation et de leur
dégradation sont regroupées dans la catégorie des régulateurs. Ils sont majoritairement
composés d'enzymes impliquées dans la réticulation covalente de la matrice
extracellulaire comme les enzymes de la famille des lysyl oxydases et des
transglutaminases. On retrouve également des métalloprotéases matricielles ou des
enzymes modifiant les glycosaminoglycanes comme les sulfatases (Naba et al, 2076).
Deux types majeurs de matrice extracellulaire ont été décrits : la matrice péricellulaire,
qui est a proximité directe des cellules comme les membranes basales, et la matrice
interstitielle, plus éloignée (Theocharis et al, 2076) (Figure 2).
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Figure 2 : Organisation de la matrice extracellulaire, péricellulaire et interstitielle. D'apres
Theocharis et al.,, (2016).
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11.2 Les glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont des polymeres linéaires de sucres
composés d'unités disaccharidiques. Six GAGs ont été décrits chez les mammiféres et
different par la composition de leur unité disaccharidique et leur taux de sulfatation.

On retrouve les chaines d'héparane sulfate (HS), de chondroitine sulfate (CS), de
kératane sulfate (KS), de dermatane sulfate (DS), d'acide hyaluronique (HA) et d'héparine
(HP) (Bilow & Hobert 2006, Karamanos et al, 2078). L'unité disaccharidique des chaines
d’'héparane sulfate et d’héparine est composée d'un résidu de N-acétylglucosamine et
d'un acide glucuronique ou iduronique. L'unité disaccharidique des chaines de kératane
sulfate et d'acide hyaluronique est composée d'un résidu de N-acétylglucosamine et
d'acide glucuronique (HA) ou de galactose (KS). Enfin, celle des chaines de chondroitine
sulfate et de dermatane sulfate est composée de N-acétylgalactosamine et d'acide
glucuronique (CS) ou iduronique (DS) (Figure 3).

, Heparan Sulfate (HS)
NS NS NS
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Chondroitin Sulfate (CS) "“%M
48 / 6S 6S 6Sin

/ Hyaluronic Acid (HA)
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Protein Core

Q Glucuronic acid O Galactose A L-fucose
O Iduronic acid i\( Xylose S Sulfate
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Figure 3 : Composition des glycosaminoglycanes et de leur site d'attachement sur les
protéines. Le hyaluronane ne se fixe pas de fagon covalente sur les protéines. D'aprés Merida-
de-Barros et al,, (2018).
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Les chaines d'HS, HP, CS, KS et de DS sont sulfatées et donc chargées négativement.
Elles sont liées de facon covalente a des protéines menant a la formation de
protéoglycanes.

L'héparine possede le taux de sulfatation le plus important des GAGs et sa densité de
charge négative est la plus importante des biomolécules (Sasarman et al, 2075). Les
chaines de CS, DS, HS et d’héparine sont liées aux protéines via des résidus de sérine (O-
glycosylation) par l'intermédiaire d'un tétrasaccharide composé d'un résidu de xylose, de
deux résidus de galactose et d'un résidu d'acide glucuronique sur lequel sont greffés ces
GAGs (Figure 3). Les chaines de KS sont soit O-liées soit N-liées aux protéines sur un
résidu d'asparagine ou de sérine / thréonine, respectivement. La taille du motif
saccharidique reliant les chaines de KS aux protéines varie et n'est pas restreinte a 4
résidus osidiques (Sasarman et al, 2075). A l'inverse, I'acide hyaluronique, qui n'est pas
sulfaté, ne se lie pas de fagon covalente aux protéines. Il interagit avec des
protéoglycanes de la famille des hyalectans (cf ci-dessous) par l'intermédiaire de
protéines de liaison pour former des agrégats de tres haute masse moléculaire
(Garantziotis & Savani, 2079). L'unité disaccharidique des chaines de GAGs sulfatés est
répétée en moyenne de 50 a 150 fois (Bdlow & Hovert 2006) mais certaines chaines de
GAGs peuvent atteindre une masse moléculaire de 100 kDa (Xu & Esko, 2074). L'unité
disaccharidique du hyaluronane est en revanche répétée entre 2000 et 25 000 fois ce qui
mene a la synthese de molécules d'HA dont la taille varie de 2 a 25 um (7oole, 2004).

Les chaines de GAGs sulfatés sont modifiées pendant leur synthése dans I'appareil de
Golgi par des processus d'épimérisation pour les chaines de DS, HS et HP, ou d'addition
de groupements sulfate. Ces fonctions peuvent étre ajoutées sur les chaines d’héparane
sulfate par des N-, 2-O, 6-O et 3-O sulfotransférases et I'acide glucuronique peut étre
épimérisé en acide iduronique par l'activité d'une C5-épimérase (Habuchi et al, 2004,
Karamanos et al, 2078). Cela confere aux HS une diversité structurale trés importante
puisque 48 disaccharides différents peuvent théoriquement les composer et 23 ont été
décrits jusqu'a présent (£sko & Selleck, 2002, Li & Kusche-Gulberg, 2076). Ces chaines
peuvent également étre partiellement désulfatées a la surface cellulaire par les deux
endosulfatases extracellulaires, Sulf-1 et Sulf-2 (Nishitsuji, 2078). Au moins 26 enzymes
différentes modulant la structure des chaines d'HS ont été décrites (Bishop et al, 2007).
Le type et I'abondance de ces modifications sont assurés par la machinerie enzymatique
propre a chaque type cellulaire (Couchman, 2070) et peuvent étre altérés dans plusieurs
conditions pathologiques (Negroni et al, 2014, Soares da Costa et al., 2017).
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La sulfatation des unités disaccharidiques des chaines d'héparane sulfate n'est pas
distribuée de facon homogene le long de la chaine et engendre la formation de régions
sulfatées (domaines NS ou S) ou non sulfatées (domaines NA) qui sont séparés par des
régions de degré de sulfatation intermédiaire (domaines NA/NS) (Couchman, 2010,
Sarrazin et al, 20711, Nishitsuj, 2018). Les domaines NS sont relativement courts et
comprennent généralement de 6 a 16 unités disaccharidiques alors que les domaines NA
en comptent environ 18. La majorité des chaines d'HS est composée de domaines ayant
des degrés de sulfatation intermédiaire (Xu & Esko, 2074).

Les domaines NS sont des sites d'interaction privilégiés pour une multitude de protéines
extracellulaires. Ces interaction sont médiées par des interactions électrostatiques
auxquelles viennent parfois s'ajouter des liaisons hydrogene et des interactions
hydrophobes (Couchman et al, 2010, Xu & Esko, 2074, Li & Kusche-Gulberg, 2076). Les
domaines NS des chaines d'héparane sulfate ressemblent a I'héparine dont I'interactome
comprend au moins 435 partenaires ou |'on retrouve notamment des protéines de la
matrice extracellulaire, des chimiokines, des enzymes, des facteurs de croissance et des
pathogenes (Ori et al, 2071, Karamanos et al, 2078). Une premiere étude portant sur la
sequence des protéines interagissant avec I'héparine avait permis de déduire I'existence
de séquences consensus d'interaction présentes chez ses partenaires et comprenant
trois (xBBxBx), quatre (xBBBxxBx) ou huit (xBBBxxBBBxxBBx) résidus basiques (B, x étant
n‘importe quel résidu) (Cardin & Weintraub, 71989. Cependant, la majorité des protéines
interagissant avec les chaines d'HS/HP dont la séquence d'interaction a été décrite ne
possede pas ces motifs ce qui montre que la présence de séquences consensus n'est pas
un parametre requis dans l'interaction protéines — HS/HP (Karamanos et al, 2018). Les
partenaires protéiques doivent cependant posséder une région basique, comprenant
généralement entre 4 a 7 résidus d'arginine ou de lysine (Xu & Esko, 2074).

Certaines pathologies impliquent directement les chaines de GAGs et sont causées par la
mutation de génes codant pour la machinerie enzymatique régulant leur biosynthese,
leur modification ou leur dégradation. La mutation de génes codant pour le transporteur
de sulfate (DTDST, ou diastrophic dysplasia protein) provoque certaines formes
d'achondrogenése ou de dysplasie diastrophique (nanisme). La mutation de la DS
épimérase-2 mene a des troubles bipolaires ou des dépressions et celle de la dermatane
sulfotransférase (D4ST-1) provoque un syndrome d'Ehlers-Danlos, caractérisé
notamment par une hyperlaxité des articulations (Mizumoto et al,, 2013).
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Le syndrome de Larsen, caractérisé par des luxations congénitales des grosses
articulations (genou, épaule), et le syndrome de Desbuquois, qui est marqué entre autres
par un nanisme sévere et une dysmorphie faciale, sont causés par la mutation du gene
codant pour la chondroitine 6-O-sulfotransférase-1 (Mizumoto et al, 20173). Certaines
pathologies sont associées a un exces de sulfatation, comme la maladie d'Alzheimer, ou
de désulfatation des GAGs, notamment certains glioblastomes (da Costa et al, 2017).
Finalement, un déficit en enzymes de dégradation des GAGs provoquent des
mucopolysaccharidoses engendrant leur accumulation dans les lysosomes (Fecarotta et
al, 2020).

11.1.3 Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des protéines sur lesquelles sont greffées de facon
covalente une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycanes. Chez les mammiferes,
I'épissage alternatif de 43 genes mene a la formation d'un nombre important de
protéoglycanes qui ont été classés en fonction de leur localisation: extracellulaire,
péricellulaire, surface cellulaire ou intracellulaire (Figure 4) (/ozzo & Schaefer, 2075). Les
protéoglycanes sont exprimés par toutes les cellules eucaryotes et sont retrouvés dans
toutes les matrices extracellulaires. lls possedent une tres grande diversité fonctionnelle
qui leur est notamment conférée par les chaines de GAGs qu'ils portent (Karamanos et
al, 2018).

La nature des chaines de GAGs des protéoglycanes évolue avec la distance séparant la
cellule et I'espace extracellulaire. Les protéoglycane a héparane sulfate (HSPG) sont
majoritaires au niveau intracellulaire et membranaire. Seule la serglycine est
intracellulaire et porte des chaines d'héparine (/lozzo & Schaefer, 2015). Des chaines
d’'héparane sulfate, de chondroitine sulfate et de dermatane sulfate peuvent également y
étre attachées selon le type cellulaire (Kolset & Pejler, 2011, Karamanos et al, 2018). Elle
a initialement été identifiée dans les granules des mastocytes ou elle assure la fonction
de réservoir d'enzymes et d'histamine mais son expression a été observée dans
I'ensemble des cellules hématopoiétiques ou elle régule la réponse immunitaire
(Karamanos et al, 2018). La serglycine est également un agent pro-inflammatoire et pro-
angiogénique lorsqu'elle est sécrétée dans la matrice extracellulaire par les cellules
tumorales et elle est associée a un phénotype cancéreux agressif et pro-invasif (Manou
et al, 2020). La serglycine est associée a d'autres pathologies comme I'athérosclérose, les
maladies rhumatismales ou la dermatomyosite (Scully et al, 2012).
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LOCATION CLASSIFICATION GENE UniProt EPONYM  PREDOMINANT  PROTEIN
SYMBOL  ENTRY NAME GAG MODULE
INTRACELLULAR —— SECRETORY GRANULES ——— SRGN ——— SRGN ——  Serglycin  — Hep —— (A )
! - spc —— spc —— Syndecan, 1-4 — HS (@'D)
# | CsPG4 —— CSPG4 —— NG2 — ¢ — O@®O
| T6FBR3 —— TGFBR3 —— Betaglycan —— CS/HS ——
CELL SURFACE 7 o
L prPRZi —— PTPRZ — Phosphacan — ¢cs — (Be0d)
GPI-ANCHORED — ¢ —— o6Pc —— Glypican,1-6 — HS
6
- HSPG2 —— pPGBM —— Perlecan — HS — (@00
F - —  Agrin — Hs — @IEOO
PERICELLULAR —— BASEMENT] M Ui Aorh
MEMBRA‘:‘EZONE | coL1ear —— coL18A1—— Collagen XVIIl — HS —— [€X-))
L coL1sa1 —— coFat —— Collagen XV — CS/HS —— (XD
r ACAN —— PGCA —— Aggrecan — CSKS — (@@ (& 0)
HYALECTAN ———+ wveaN — cspe2 ——  Versican — 8 — Gel@d®
LECTICAN
4 I ncAN —— NeaN ——  Neurocan — Cs — Q@O
L Bcan — PecB —— Brevican — CS — @Q@(&0)
BGN —— PGS1 —  Bigljcan — CS — A0
ME DcN —— PGS2 — Decoin — DS — (A Q)
ASPN ——— ASPN —— Asporin — —_— (PN D)
v ECM2 —— ECM2 —— ECM2 — — ca)
- CANONICAL RECM —— e — ECMX | | (@)
13 FMOD —— FMOD —— Fibromodulin — KS — ca)
& uy —— LM —  Lumican — KS — (D)
5k CLASSHL | pRetp —— PRELP —  PRELP  — —
=L KERA —— KERA —— Keratocan — KS —— cAa)
w
EXTRACELLULAR.-— Q= omp —— oOMD —— Osteoadherin — ks —  (CA )
e epyc —— EPYC ——  Epiphycan — DS/CS —
38 ME oPTC —— OPT ——  Opticin  — — CAa)
W
%'é 0GN —— MME —— Osteoglycin — —_— Ca)
H CHAD —— CHAD —— Chondroadherin — — ca)
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Figure 4 : Classification des protéoglycanes. D'apres /ozzo & Schaefer (2015).

Les protéoglycanes de la surface cellulaire sont principalement représentés par la famille
des syndécans qui compte quatre membres (SDC-1-4), et par celle des glypicans qui en
comprend six (GPC-1-6) (Figure 5). lls seront décrits de facon détaillée dans le
paragraphe 11.4.
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ou antigene neural/glial 2. Figure tirée de Jlozzo & Schaefer (2015). GPI:
glycosylphosphatidylinositol, PDZ : PSD-95, Discs-large, Zonula occludens-1, CSPG : chondroitin
sulfate proteoglycan.

L'abondance des HSPG reste élevée dans la matrice péricellulaire notamment dans les
membranes basales qui sont des feuillets de matrice extracellulaire faisant la jonction
entre un tissu épithélial, mésothélial ou endothélial et le tissu conjonctif sous-jacent
(Randles et al, 2076). Elle est majoritairement constituée de laminines, de collagene 1V,
de nidogenes et de protéoglycanes a héparane sulfate (perlécan et agrine) et de
collagenes XV et XVIII qui peuvent également porter des chaines de CS (Amenta et al,
2005, Couchman & Pataki, 2012).

Finalement, les protéoglycanes présents dans I'espace extracellulaire sont enrichis en
chaines de chondroitine sulfate, de kératane sulfate et de dermatane sulfate. La famille
des hyalectans regroupe I'aggrécan, le versican, le brévican ainsi que le neurocan qui
sont des macromolécules dont la masse moléculaire de la partie protéique peut
atteindre 300 kDa. Ce sont des composants clés du cartilage, des vaisseaux sanguins et
du systeme nerveux central (Howell & Gottschall, 2012, lozzo & Schaefer, 2015). Les
hyalectans possedent un domaine globulaire a leurs extrémités N- et C-terminales leur
permettant d'interagir avec de nombreux partenaires, notamment I'acide hyaluronique,
avec lequel ils forment des agrégats dans la matrice extracellulaire (Karamanos et al,
2018 (Figure 6).
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A l'inverse, les petits protéoglycanes riches en leucines (SLRPs) forment une famille de 18
protéines de faible masse moléculaire (36 — 42 kDa) constituées de la répétition de
séquences riches en leucine (/eucine-rich repeat, LRR) comme la décorine, le biglycan, ou
le lumican. lls portent majoritairement des chaines de chondroitine sulfate ou de
kératane sulfate et sont impliqués dans la régulation de la fibrillogenése des collagenes,
la prolifération cellulaire, I'apoptose, I'immunité innée, la cicatrisation ainsi que dans les
processus d'inflammation et de fibrogenese (Merline et al, 2009, lozzo & Schaefer, 2015,
Zou et al, 2018 Appunni et al, 2019, Pang et al, 2020). Enfin, la famille SPOCK (pour
SPARC/Osteonectin CWCV and Kazal-like domain proteoglycans) regroupe trois
testicans qui sont des protéoglycanes a héparane sulfate interagissant avec le calcium
grace a la présence de deux mains EF (lozzo & Schaefer, 2075). lls peuvent également
porter des chaines de CS et sont pratiquement exclusivement exprimés dans le systeme
nerveux central ou ils sont impliqués dans la régulation neuronale.
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1.4 Les protéoglycanes associés aux membranes
11.4.1 Les protéoglycanes transmembranaires

Les protéoglycanes transmembranaires possedent un court domaine
intracellulaire (Figure 7). Les quatre syndécans ainsi que le protéoglycane a chondroitine
sulfate-4 (CSPG4), appelé également NG2 (Neural/glial antigen 2), sont des
protéoglycanes a temps plein (ou full-time proteoglycans) ce qui signifie qu'ils portent
constamment au moins une chaine de glycosaminoglycane sur leur partie protéique
(Couchman, 2070). A l'inverse, le récepteur CD44, la neuropiline-1, le phosphacan et le
bétaglycan sont qualifiés de part-time proteoglycans et ne portent pas toujours de
chaines de GAGs.
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proteoglycan/NG2 S\ S\ ) 2\

Figure 7 : Protéoglycanes transmembranaires. Les chaines d'héparane sulfate sont en bleu et
celles de chondroitine sulfate sont en rose. Des chaines d’héparane sulfate ou de chondroitine
sulfate (violet) peuvent étre présentes sur la neuropiline-1 et le bétaglycan. NG2 : Neural/glial
antigen 2. D'aprés Couchman (2010).

CSPG4 est un long protéoglycane membranaire de 2322 résidus d'acides aminés sur
lesquels sont greffées jusqu’a 3 chaines de chondroitine sulfate (Karamanos et al, 2018).
CSPG4 est peu exprimé dans les tissus sains mais son expression est en revanche tres
importante dans les mélanomes, ce qui permet de l'utiliser comme marqueur afin
d'identifier notamment les exosomes dérivés de cellules malignes par rapport a ceux
issus de cellules saines (Ferrone & Whiteside, 2020).
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A la surface des cellules de mélanomes, CSPG4 agit en tant que support permettant
I'organisation d'un complexe de signalisation promouvant la motilité cellulaire. Ce
processus est aboli par la mutation de l'unique résidu de cystéine présent dans son
domaine transmembranaire (Yang et al,, 2019).

Le gene codant pour CD44 comprend 20 exons et 10 d’entre eux subissent un processus
d'épissage alternatif (Karamanos et al, 2078). Deux catégories ont été décrites et sont
différenciables par la présence (CD44v) ou l'absence (CD44s) d'une chaine de
glycosaminoglycane. Il s'agit du seul récepteur du hyaluronane ayant une chaine
d’'héparane sulfate ou de chondroitine sulfate (Chen et al, 2078). Les deux isoformes de
CD44 interagissent avec le hyaluronane et leurs modifications post-traductionnelles leurs
permettent également d'interagir avec d'autres protéines comme I'ostéopontine, le
collagene 1V, la fibronectine, des laminines, la serglycine ou le versican (Karousou et al,
20176, Chen et al, 2018). Il agit également comme corécepteur au facteur de croissance
épidermique (EGF) et hépatique (HGF) (Couchman et al, 2070). Le degré de sulfatation
de sa chaine de GAG module sa capacité a interagir avec la fibrine et la surexpression de
CD44 a été associée avec la progression de plusieurs cancers (Karousou et al, 20176,
Karamanos et al,, 2018, Zhang et al,, 2019).

La neuropiline-1 (NRP-1) est un protéoglycane transmembranaire de type | d’environ
130 kDa. Deux neuropilines ont été décrites (NRP-1 et NRP-2) mais seule NRP-1 porte
une unique chaine de glycosaminoglycane (HS ou CS) fixée dans la région
juxtamembranaire. Son ectodomaine comporte deux domaines N-terminaux
interagissant avec les sémaphorines et deux domaines juxtamembranaires impliqués
dans l'interaction avec I'héparine et le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF), dont elle est le corécepteur (Couchman, 2010, Chaudhary et al, 2074). Chez
I'Homme, NRP-1 est exprimée par les cellules dendritiques plasmacytoides,
I'endothélium artériel et par certains lymphocytes T régulateurs montrant son
implication dans les mécanismes immunitaires (Chaudhary et al, 2074). Le type de
glycosaminoglycane (HS ou CS) porté par NRP-1 varie selon le type cellulaire a la surface
duquel elle est exprimée (Shintani et al, 2006). NRP-1 porte des chaines d'HS a la surface
des cellules endothéliales sur lesquelles le VEGF se fixe et sa fixation potentialise la
signalisation induite par son récepteur VEGFR-2. A la surface des cellules musculaires
lisses, NRP-1 est modifiée par une chaine de chondroitine sulfate avec laquelle le VEGF
interagit également. Cependant, NRP-1 agit comme un leurre (decoy receptor) sous
cette forme et inhibe partiellement la voie de signalisation médiée par VEGFR-2 (Shintani
et al, 2006).
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L'interaction de NRP-1 avec la sémaphorine-3A diminue l'infiltration des lymphocytes T
régulateurs au sein des tumeurs solides et sa neutralisation par des anticorps permet
d'augmenter leur migration et leur cytotoxicité, faisant de NRP-1 une cible
thérapeutique de choix dans certains types de cancers (Leclerc et al,, 2020).

Le phosphacan (460 kDa) est l'ectodomaine du membre y des phosphatases
membranaires (receptor protein tyrosine phosphatases, RPTP-y) libéré par le processus
de shedding. Il porte jusqu'a 4 chaines de kératane sulfate ou de chondroitine sulfate et
est majoritairement exprimé dans le cerveau ou il est notamment impliqué dans les
processus de différenciation neuronale et de remyélinisation (Melrose, 2019).

Le bétaglycan est un protéoglycane de 851 résidus d'acides aminés interagissant avec
plusieurs membres de la superfamille du TGF-B dont le TFG- B, I'inhibine A, des activines,
des protéines morphogénétiques osseuses (BMPs) ou des facteurs de croissance et de
différenciation (GDFs) (Bilandzic & Stenvers, 2077). Le bétaglycan contient deux sites
d'attachement pour des chaines d'héparane ou de chondroitine sulfate qui ne sont pas
essentielles a I'interaction avec les membres de la superfamille du TFG-B.

D'autres protéoglycanes transmembranaires ont été décrits (Couchman & Pataki, 2012
comme la thrombomoduline qui est un protéoglycane a chondroitine sulfate ayant une
fonction anticoagulante et qui est impliquée dans les processus d'inflammation et
d'embryogenese (Weiler & Isermann, 2003). Le neuroglycan-C porte également des
chaines de chondroitine sulfate (jusqu’'a 6) et est exprimé uniquement dans le systeme
nerveux central ou il intervient dans la migration neuronale et dans la formation des
neurites (Ooshira et al, 2004, Maeda, 2075). L'agrine est majoritairement retrouvée
sécrétée dans les membranes basales mais un variant d'épissage est exprimé sous forme
transmembranaire dans les tissus nerveux (/ozzo & Schaefer, 2075). Elle peut porter
jusqu'a trois chaines d'héparane sulfate, responsables de la formation de filopodes au
niveau des axones et des dendrites des neurones (McCarthy, 2015, Karamanos et al,
20178). Enfin, le protéoglycane SV2 (synaptic vesicle protein 2) fait partie d'un groupe de
protéines possédant 12 domaines transmembranaires qui sont exprimées dans le
systeme nerveux central et périphérique ainsi que dans le tissu cardiaque. Il peut porter
jusqu'a trois chaines de kératane sulfate et est impliqué dans le stockage et le transport
de neurotransmetteurs (Wan et al, 2070). Il agit également comme réservoir d'ions
calcium et joue un role dans la génération de potentiels d’actions au niveau synaptique
(Caterson & Melrose 2018).
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11.4.2 Les protéoglycanes a ancre glycosylphosphatidylinositol

Les six glypicans (GPCs) sont les seuls représentants de la famille des
protéoglycanes a ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI). Ils possedent un peu moins
de 600 résidus d'acides aminés dont 14 résidus de cystéine conservés qui forment 7
ponts disulfures (Filmus et al, 2008, Karamanos et al, 2018) (Figure 8). Les glypicans
sont des protéoglycanes qui peuvent porter jusqu'a trois chaines d'héparane sulfate
dans la région juxtamembranaire. Ses chaines d'héparane sulfate lui permettent
d'interagir avec divers facteurs de croissance comme Wnts, hedgehog, des facteurs de
croissance fibroblastiques et des protéines morphogénétiques osseuses. Hedgehog a
également une forte affinité pour la partie protéique du glypican-3. lls régulent ainsi des
processus de prolifération cellulaire, de mobilité et de différenciation cellulaire ainsi que
I'angiogenese (L/ et al, 2018 Karamanos et al, 2018). Ses chaines d’'HS jouent également
un réle dans la localisation cellulaire des glypicans puisqu’en leur présence, ils sont
exprimés au niveau des membranes basolatérales des cellules polarisées mais a la
surface de leur podle apical en leur absence (Filmus et al, 2008). Seule la structure
cristallographique du glypican-1 a été résolue (Svensson et al, 2072) et montre une
structure repliée riche en hélices a (Figure 8).

Figure 8 : Structure cristallographique du glypican-1 humain. Les résidus de cystéine et les

ponts disulfures sont en rouge (PDB : 4AD7). Le glypican-1 (résidus 24-529) a été cristallisé et le

530

résidu de sérine modifié par I'ancre GPI (Ser’™) n'est pas présent.

Les glypicans -3, -5 et -6 peuvent étre libérés dans l'espace extracellulaire par une
phospholipase, Notum, qui clive I'ancre GPI. Le glypican-3 est surexprimé dans plusieurs
cancers dont celui du foie mais pas dans les tissus sains ce qui en fait une cible
thérapeutique de choix (L et al, 2018 Guo et al, 2020). Plusieurs stratégies de
traitement contre le cancer du foie impliquant le glypican-3 ont été développées comme
I'utilisation d'un anticorps anti-glypican-3 ou d'un vaccin peptidique (Shimizu et al,
20179.

39



1.5 Les syndécans

Chez les vertébrés, les syndécans sont une famille de quatre protéoglycanes
membranaires de type | exprimés dans tous les types cellulaires, excepté les globules
rouges (Afratis et al, 2017, Zandonadi et al, 2019). Le terme syndecan a été proposé par
le groupe de Bernfield et vient du grec syndein qui signifie "réunir" ou "lier ensemble”
(Saunders et al, 71989). Le syndécan-1 (syndécan) est ainsi le premier membre a avoir été
décrit chez les vertébrés, puis les syndécan-2 (fibroglycan), -3 (N-syndécan) et -4
(amphiglycan ou ryudocan), avant d'étre regroupés dans la méme famille. Les quatre
syndécans sont issus d'un gene ancestral ayant subi deux duplications successives qui
sont survenues lors de la divergence Cnidaire — Bilatériens (0,6 — 1 milliard d'années,
Chakravarti & Adams, 2006) ce qui explique que les syndécans réalisent des fonctions
critiques depuis les cnidaires jusqu’aux mammiferes. Ces deux duplications ont mené a
I'apparition de deux groupes comprenant les syndécans -1 et -3 d'une part et les
syndécans -2 et -4 d'autre part.

Chez les vertébrés, le syndécan-1 est majoritairement exprimé dans les cellules
épithéliales et plasmatiques et le syndécan-2 dans les cellules mésenchymateuses
comme les fibroblastes. Le syndécan-3 est presque exclusivement retrouvé dans les
tissus neuronaux et musculo-squelettiques et le syndécan-4 est a l'inverse exprimé de
facon quasi ubiquitaire (Afratis et al, 2077). Les syndécans se composent d'un court
domaine cytosolique, d'un domaine transmembranaire et d'un domaine extracellulaire
(ectodomaine, ED) (Figure 9). Le domaine cytosolique et le domaine transmembranaire
sont trés conservés entre les quatre membres (60 — 70 % d'identité de séquence) alors
que la séquence de leur ectodomaine diverge (10 — 20 % d'identité). De courtes
séquences d'attachement des glycosaminoglycanes sont cependant conservées entre les
quatre syndécans et contiennent des séquences consensus sérine-glycine a l'extrémité
N-terminale de leur ectodomaine (Figure 9). Les syndécans -1 et -3 portent en plus des
chaines de chondroitine sulfate dans la région juxtamembranaire (Couchman et al, 2075,
lozzo & Schaefer, 2015). Le syndécan-4 peut également porter des chaines de CS mais
leurs sites d'attachements n'ont pas été décrits (Deepa et al, 2004). Les syndécans ne
possedent pas d'activité tyrosine kinase intrinseque et réalisent leur fonction
majoritairement en tant que corécepteurs (Couchman et al, 2015).
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Figure 9 : Organisation structurale des syndécans. Les syndécans (SDCs) sont composés d'un
court domaine cytosolique (vert et bleu, extrémité C-terminale), transmembranaire (jaune) et
d'un ectodomaine (bleu, extrémité N-terminale) sur lequel sont attachées de facon covalente des
chaines d'héparane sulfate (noir) ou de chondroitine sulfate (gris). Le SDC-4 pourrait également
porter des chaines de chondroitine sulfate. Les représentations sont a I'échelle, excepté pour les
chaines de GAGs. Les sites de coupure des enzymes sont spécifiés. Figure adaptée de Gondelaud

& Ricard-Blum (2019).
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Les syndécans peuvent subir le processus de shedding par I'action de métalloprotéases,
qui sont des endopeptidases nécessitant un ion métallique (Zn*? ou Ca®*) pour leur
activité catalytique, ce qui mene a la libération de leur ectodomaine dans I'espace
extracellulaire (G/ll & Parks, 2008, revue par Gondelaud & Ricard-Blum, 2019). Les
syndécans possedent de nombreux sites de clivage au niveau juxtamembranaire ainsi
que le long de leur ectodomaine (Manon-Jensen et al., 2070, Gondelaud & Ricard-Blum,
20719 (Figure 9). Ce clivage est catalysé au niveau juxtamembranaire par l'action de
métalloprotéases matricielles qui sont transmembranaires (MT1- et MT3-MMP) ou non
(MMP-2, -3, -7 et -9) (Figure 9). L'extrémité N-terminale du syndécan-4 peut étre libérée
par l'action de deux protéases de la famille ADAMs (A disintegrin and
metalloproteinase), ADAMTS-1 et ADAMTS-4. D'autres enzymes permettent également
la libération de tout ou partie de leur ectodomaine comme la thrombine ou la plasmine
(Manon-Jensen et al, 2013, Jannaway et al, 20719). Le shedding des syndécans est
stimulé dans plusieurs pathologies comme les cancers (Ramani et al, 2013, Barbouri et
al, 2014, Szatmari et al, 2015), et les ectodomaines des syndécans- 1, -2 et -4 sont des
biomarqueurs dans de nombreuses pathologies. lls peuvent également étre utilisés
comme prédicteurs de crise cardiaque ou de pneumonie aigué communautaire (Bertrand
& Bollmann, 2008). La partie résiduelle transmembranaire et cytosolique des syndécans
1, -2 et -3 résultant du processus de shedding est ensuite clivée dans la membrane par
le complexe préséniline — y-sécrétase (Haapasalo & Kovacs, 207]7).

Le syndécan-4 possede deux isoformes. La premiére est membranaire et son
organisation en domaines est similaire a celle des autres syndécans. La seconde isoforme
est exprimée sous forme d'un ectodomaine soluble (Xing et al, 2003). Ce variant
d’'épissage est exprimé dans les mélanocytes, le coeur feetal, I'utérus gravide et dans
certains carcinomes. La séquence de l'isoforme-2 du syndécan-4 (ED-4) est identique a
celle de l'ectodomaine de lisoforme-1 (SDC-4) a laquelle s'ajoutent 4 résidus du
domaine transmembranaire du SDC-4 (VLAG) ainsi que 4 résidus (CPEH) qui sont
propres a cette isoforme. Cette seconde isoforme est exprimée dans plusieurs especes
mais seule la séquence humaine possede un résidu de cystéine qui est localisé a son
extrémité C-terminale (Figure 10).
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Figure 10 : Comparaison de lI'organisation en domaines des deux isoformes du syndécan-4.
L'isoforme-1 possede un domaine cytosolique (vert), transmembranaire (jaune) et un
ectodomaine (bleu), ou les sites d'attachement des glycosaminoglycanes sont indiqués (lignes
verticales). L'isoforme-2 (ED-4) conserve la séquence de |'ectodomaine de l'isoforme-1 et quatre
de ses résidus transmembranaires (VLAG) auxquels s'ajoutent quatre résidus qui lui sont propres
(CPEH, en violet). Le résidu de cystéine est indiqué par un triangle noir.

11.5.1 Domaines et structures des syndécans
a) Domaine cytosolique

Le domaine cytosolique des syndécans compte une trentaine de résidus d'acides
aminés. Il est divisé en trois régions qui ont été déterminées en fonction de I'homologie
existante entre les quatre syndécans. La région proximale C1, proche du feuillet interne
de la membrane plasmique, et la région distale C2, présente a leur extrémité C-
terminale, sont conservées aussi bien entre les quatre syndécans qu’entre les especes
(Figure 11). Elles sont séparées par la région V, dont la séquence est variable et est
propre a chaque syndécans ce qui leur confere leur spécificité fonctionnelle (Couchman
etal, 2015).

C1 Vv C2

SDC-1 [RMKKKDEGSYSL [[ EEPKQANGGAYQK (| PTKQEEFYA
SDC-2 |RMRKKDEGSYDL || GERKPSS-AAYQK ||APTK-EFYA
SDC-3 |RMKKKDEGSYTL || EEPKQAS-VTYQK || PDKQEEFYA
SDC—-4 |RMEEKDEGSYDL || GKEKP~~—~— IYER || APTN-EFYA

Figure 11: Alignement des séquences du domaine cytosolique des quatre syndécans
humains. L'alignement des séquences permet d'identifier deux régions conservées (C1 et C2,
bleu) et une région variable (V, brun). Les résidus en gras indiquent les deux seuls résidus
conservés de la région V.
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Les résidus N-terminaux de la région C1 comprennent une série de résidus basiques tres
conservés (KKK pour les SDCs -1, -3 et -4 et RKK pour le SDC-2). lIs sont responsables de
I'endocytose du syndécan-1 par un mécanisme nécessitant la phosphorylation de résidus
de tyrosine présents dans son domaine cytosolique (Chen & Williams, 2013).
L'interaction d'un ligand extracellulaire avec les chaines d'héparane sulfate du syndécan-
1 meéne a l'activation des kinases ERK (Extracellular signal-regulated kinases) et au
regroupement de plusieurs molécules de SDC-1 dans des radeaux lipidiques. L'activation
de ERK mene a la dissociation du complexe SDC-1 — a-tubuline et a la phosphorylation
de résidus de tyrosine présents dans son domaine cytosolique par la kinase Src (Sarc, de
sarcome). Le site phosphorylé du SDC-1 lui permet d'interagir avec la cortactine, qui est
une protéine impliquée dans I'organisation du cytosquelette d'actine mais aussi dans
des mécanismes d'endocytose (Chen & Williams, 2013). La région C1 permet de facon
générale l'interaction des SDCs avec des protéines du cytosquelette comme les
tubulines, les protéines ERM (ezrine — radixine — moésine) et la cortactine, ainsi que leur
internalisation par endocytose (Couchman et al, 2015, Gondelaud & Ricard-Blum, 20179).

La séquence de la région variable V n'est pas conservée entre les membres de la famille
des syndécans mais est conservée entre les espéces. C'est par exemple le cas de la
région V du syndécan-4 dont la séquence est homologue chez les mammiferes, les
oiseaux et le poisson zebre (Whiteford et al, 2008). Seuls des résidus de tyrosine et de
lysine sont conservés entre les syndécans (Figure 11).

La région C2 possede le motif conservé EFYA a son extrémité C-terminale qui est
responsable de l'interaction des syndécans avec des protéines a domaine PDZ, pour
PSD-95, Discs-large, Zonula occludens-T, qui sont les trois premiéres protéines ou a été
identifié ce domaine. Plus de 500 protéines possédent un domaine PDZ dans le
protéome humain (Liu & Fuentes, 2079). L'interaction entre les syndécans et les
protéines a domaine PDZ est notamment régulée par la phosphorylation des résidus de
sérine et de tyrosine conservés du domaine C1 et du résidu de tyrosine du motif EFYA
(Cheng et al, 20176).

Aucune information structurale n’est disponible pour le domaine cytosolique du SDC-2
et du SDC-3. La totalité du domaine cytoplasmique du SDC-2 a été exprimée, purifiée
puis analysée par résonance magnétique nucléaire (RMN) mais aucune information
structurale n'a été rapportée par les auteurs de I'étude (Chae & Lee, 2008). L'extrémité C-
terminale du domaine cytosolique du SDC-1 C®TKQEEFYA®'?) a été cocristallisée avec le
domaine PDZ de la protéine TIAM-1 (T-lymphoma invasion and metastasis-inducing
protein 1, Liu et al,, 20173).
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Le peptide du SDC-1 utilisé dans ces expériences correspond a son domaine C2, c'est-a-
dire a son extrémité C-terminale, ou le résidu de tyrosine 309 était phosphorylé (PDB:
4GVC) ou non (PDB : 4GVD) (Figure 12). Dans ces conditions, le domaine C2 du SDC-1
est replié en brin B et la phosphorylation du résidu de tyrosine 309 n’induit pas de
modification majeure de sa structure (Figure 12).

SDC-1 - TIAM-1

4GVD 4GVC
SETKQEEFYAS

Figure 12 : Structures cristallographiques de la région C2 du syndécan-1 humain avec la
protéine TIAM-1. Le peptide de SDC-1 est en rouge et le domaine PDZ de TIAM-1 en bleu. La
séquence du peptide comportant le résidu de tyrosine 309 phosphorylé (PDB: 4GVC) ou non
(PDB : 4GVD) est indiquée.

Le domaine cytoplasmique du SDC-4 a été davantage étudié. Plusieurs structures
cristallographiques ont été résolues avec la région C2 du SDC-4 et le domaine PDZ de la
synténine-1 (ou SDCBP, Syndecan-binding protein 1). Le peptide contient soit les résidus
'STNEFYA'® (PDB : 10BY et 1YBO) soit les résidus '*'APTNEFYA'®® (PDB: 5G1D et 5A2P)
présents a I'extrémité C-terminale du SDC-4 humain ou de rat, les deux séquences étant
strictement conservées (Kang et al, 2003, Grembecka et al, 2006, Choi et al, 2016)
(Figure 13). Le domaine PDZ de la synténine-1 dimérise avec le domaine C2 du
syndécan-4, ce-dernier restant majoritairement non structuré.
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SDC-4 - Synténine

195APTNEFYA?%2 195 APTNEFYA02 ISETNEFYALSE

Figure 13 : Structures cristallographiques de la région C2 du syndécan-4 cocristallisée avec
la synténine. Le peptide de SDC-4 est en bleu (fleche, 52AP), vert (10BY) et rouge (5G1D). Les
séquences des peptides de SDC-4 sont indiquées.

La totalité du domaine cytoplasmique du SDC-4 de rat, dont la séquence est strictement
identique a celle de 'Homme, a été résolue par RMN soit seul (Shin et al, 2007, PDB :
1EJP), soit en présence de phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) (Lee et al, 71998,
PDB : 1EJQ) (Figure 14). Dans des conditions physiologiques, le domaine cytosolique du
SDC-4 dimérise et ce mécanisme est médié par des interactions ioniques ou les deux
chaines sont entrelacées (Figures 14A et 14B). Les deux chaines forment également un
petit feuillet composé de deux brins B au niveau de la région V. L'interaction avec le PIP2
provoque une légere modification structurale menant a la formation d'un dimere plus
compact et d'un feuillet B plus long. Les coordonnées atomiques du PIP2 ne sont en
revanche pas présentes dans le fichier PDB.

La structure du domaine cytosolique entier du SDC-4 de poisson zebre a également été
résolue par RMN en présence de PIP2 (Whiteford et al, 2008). La taille de son domaine
cytosolique est identique a celui de 'Homme et du rat et sa séquence differe de trois
résidus d'acides aminés. Les structures du domaine cytosolique de mammifére ou du
poisson zebre sont ainsi tres similaires (Figure 14C). Les résidus présents dans la région
V interagissent aussi bien avec la téte polaire du PIP2 qu'avec ses chaines acyles. La
formation du complexe entre le SDC-4 et le PIP2 sert de site d'attachement a la protéine
kinase C alpha (PKCa) (Couchman et al,, 2015).
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17IRMKKKDEGSYDLGKKPIYKKAPTNEFYA!98

Figure 14 : Structures du domaine cytosolique du SDC-4 déterminées par RMN. Structures
du domaine cytosolique du SDC-4 humain / murin seul (A) ou en présence de PIP2 (B) résolues
par RMN. Les coordonnées du PIP2 ne sont pas présentes dans le fichier PDB. Les régions C1 et
C2 sont en orange et la région variable V est en bleu. C) Structure du domaine cytosolique du
SDC-4 du poisson zébre résolue par RMN en présence de PIP2. Les deux chaines du SDC-4 sont
en vert et le PIP2 est en jaune et rouge en représentation sphere. Le potentiel électrostatique a
été simulé par les auteurs (bleu : potentiel positif, rouge : négatif, blanc : neutre) (Whiteford et
al, 2008).

En résumé, seule la structure de la région C2 du domaine cytosolique du syndécan-1 est
connue et se replie en brin B lorsqu’elle interagit avec le domaine PDZ de la protéine
TIAM-1. La structure de la totalité du domaine cytosolique du syndécan-4 est connue et
dimérise. La région V forme un petit feuillet B alors que les régions C1 et C2 restent non
structurées.

b) Domaine transmembranaire

Le domaine transmembranaire des quatre syndécans est également conservé
(Figure 15). Il contient le motif GXXXG ainsi qu'un résidu de phénylalanine permettant
leur homo- et hétéro-dimérisation (Dews & MacKenzie, 2007, Kwon et al,, 20176).

SDC-1 ---GVIAGGLVGLIFAVCLVGFML- 21
SDC-2 VLAAVIAGGVIGFLFAIFLILLLVY 25
SDC-3 ---AVIVGGVVGALFAAFLVTLLI- 21
SDC-4 VLAALIVGGIVGILFAVFLILLLMY 25

ek hkke ok o Kk%k * .

Figure 15: Alignement des séquences du domaine transmembranaire des syndécans
humains. Gras : motif GXXXG, résidus soulignés : motif AXXXG. Alignement réalisé avec Clustal
Oméga.
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Environ 12 % des protéines membranaire effectuant un unique passage dans la bicouche
lipidique possede le motif de dimérisation GXXXG (7eese & Langosch, 2075). Il a
initialement été décrit dans le domaine transmembranaire de la glycophorine A puis
dans d'autres protéines comme certains transporteurs ABC, I'’ATPase, la sous-unité
d'intégrine allb ou encore la neuropiline-1 (7eese & Langosch, 2015). Ce motif est
également responsable de la formation de diméres de syndécans résistants au
dodécylsulfate de sodium (SDS) lors de leur analyse par électrophorése en conditions
dénaturantes (Chor et al, 2005, Choi et al,, 2015).

La présence d'un résidu de phénylalanine dans le domaine transmembranaire des
syndécans favorise la formation d’homo- et d’hétérodimeéres (Kwon et al, 2015, Kwon et
al, 2076). Le résidu d'alanine du domaine transmembranaire du SDC-3 favorise
également leur formation (Jung et al, 2020). La formation d’homo- et d'hétérodimeres
de syndécans dans des micelles lipidiques et leur analyse par électrophorese a permis de
déterminer |'affinité relative entre les domaines transmembranaires des syndécans (Dews
& MacKenzie, 2007). Dans ces analyses, la quantité d’homodimeres formée par le
syndécan-1 est la plus faible et celle formée par le syndécan-2 est la plus élevée. Les
syndécans ont la capacité de former des hétérodimeres avec les autres membres. Les
hétérodimeres de SDC-1 et de SDC-4 n‘ont pas été observés mais d'autres études ont
finalement permis de conclure positivement sur la formation d'hétérodimeres médiée
par le domaine transmembranaire du syndécan-1 et du syndécan-4 (Kwon et al, 2076).
La formation d'une faible quantité d’homodimere de SDC-1 semble étre causée par la
présence de deux motifs GXXXG successifs au sein de son domaine transmembranaire
(Chen et al, 2020) (Figure 15). Ces deux motifs entrent en compétition lors du processus
d’homodimérisation et déstabilisent ainsi la formation d’homodimeres. Des motifs de
dimérisation similaires ont été décrits pour d'autres protéines membranaires comme le
motif AXXXA (Kleiger et al, 2002) et AXXXG (Kairys et al, 2004), ce-dernier étant présent
dans le domaine transmembranaire des SDC-2, -3 et -4 (Figure 15).

L'analyse par dichroisme circulaire et par RMN du domaine transmembranaire du SDC-4
sous forme dimérique a montré qu'il se repliait en hélice a asymétrique, c'est-a-dire que
les deux monomeéres ne sont pas associés face a face mais forment un angle (Park et al,
20177). La formation de dimére asymétrique est couramment observée pour les protéines
comportant un motif GXXXG dans leur domaine transmembranaire (7eese & Langosch,
2015) (Figure 16A). La structure du domaine transmembranaire du SDC-2 a été résolue
par RMN et confirme un repliement en hélice a (L/ et al, 2079) (Figure 16B).
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Figure 16 : Domaine transmembranaire de la glycophorine A et du syndécan-2 humain.
Structure du domaine transmembranaire (A) de la glycophorine A sous forme dimérique (PDB :
2KPF) et (B) du syndécan-2 sous forme monomérique (PDB : 6ITH, L/ et al, 2079). Bleu : chaine
polypeptidique, orange : motif GXXXG. Spheéres : résidus de glycine du motif. Les résidus qui ne
sont pas retrouvés dans le domaine transmembranaire du SDC-2 sont en gris et les extrémités
N- et C-terminales sont annotées.

¢) Domaine extracellulaire (ectodomaine)

L'ectodomaine des syndécans est la région la moins caractérisée et possede une
masse moléculaire d'environ 24 (SDC-1), 14 (SDC-2 et -4) et 35 kDa (SDC-3) (Gondelaud
& Ricard-Blum, 2079). La séquence de I'ectodomaine est peu conservée et possede entre
10 et 20 % d'identité (lozzo & Schaefer, 2015).

L'ectodomaine des syndécans peut étre divisé en deux régions dont les extrémités sont
mal définies (Rapraeger, 2000, Beauvais & Rapraeger, 2004, Multhaupt et al, 2009). La
premiere, située dans la moitié N-terminale ou sont retrouveées les séquences consensus
sérine-glycine, constitue le domaine d'attachement des chaines d’héparane sulfate. Le
regroupement de résidus d'acides aminés acides a proximité de ce motif est nécessaire a
la fixation des chaines de GAGs, et la présence d'un résidu aromatique favorise
I'attachement des chaines d'héparane sulfate (Zhang & Esko, 7994). Les ectodomaines
du SDC-1, -2 et -4 portent trois chaines d'héparane sulfate proches de leur extrémité N-
terminale alors que le SDC-3 en porte quatre. Les chaines d’héparane sulfate sont
responsables de la majorité des interactions réalisées par les syndécans (revue par
Gondelaud & Ricard-Blum, 2079).
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La seconde région concerne la moitié C-terminale des ectodomaines des syndécans,
appelée domaine de liaison cellulaire (cell binding domain) en raison de son interaction
directe avec d'autres protéines, notamment les intégrines. Cette fonction dans I'adhésion
cellulaire a initialement été détectée chez le syndécan-4 (McFall & Rapraeger, 1997) puis
chez les autres syndécans (McFall & Rapraeger, 1998 Whiteford et al, 2008, De Rossi et
al, 2014, Jung et al, 2076). La séquence minimale requise pour cette fonction est la
séquence %’NHIP® du syndécan-4 humain et plus généralement NxIP dans les
orthologues du syndécan-4 de mammiferes, d'oiseaux, d'amphibiens et du poisson
zebre (Whiteford & Couchman, 2006). La mutation du résidu d'isoleucine diminue
particulierement I'adhésion cellulaire. Une séquence homologue est retrouvée dans
I'ectodomaine du syndécan-2 humain (**NKIP%®) mais pas dans les autres syndécans, ni
dans l'orthologue murin du syndécan-2 (Liyanagea et al, 2020). Une fonction similaire
indépendante des intégrines a été retrouvée pour le syndécan-2 murin et nécessite la
sequence s'étendant du résidu de proline 124 au residu de phénylalanine 141
("**PAIKSTDVYTEKHSDNLF™") permettant linteraction avec le récepteur CD148
(Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta) (Whiteford et al,, 2077).

Outres les chaines de glycosaminoglycanes, les ectodomaines des syndécans possedent
de potentiels sites de O- et de N-glycosylation, mais aucune preuve expérimentale de
leur glycosylation n'a été apportée (Chen et al, 2002, Velleman & Coy, 2020). Par
exemple, 33 sites de O-glycosylation ont été prédits sur I'ectodomaine du syndécan-1
(Zhang et al, 2012). L'ectodomaine du syndécan-3 possede la particularité de contenir
un domaine de type mucine, enrichi en résidus de proline et de thréonine et dans une
moindre mesure de sérine (Figure 17). Prés de 90 % (47/54) des résidus de thréonine de
I'ectodomaine du syndécan-3 humain sont localisés dans ce domaine ainsi qu'environ 70
% (33/48) et 37 % (10/27) des résidus de proline et de sérine, respectivement. Ce
domaine pourrait étre tres fortement O-glycosylé comme les mucines (Gould et al, 7992,
Carey et al, 1996, Reily et al., 2019).

Finalement, un site de phosphorylation extracellulaire a été décrit pour I'ectodomaine du
syndécan-2 uniquement (7agliabracci et al, 2015). Le résidu de sérine 115 présent dans
la région juxtamembranaire du SDC-2 est phosphorylé par Fam20C, une kinase
impliquée dans la phosphorylation des protéines sécrétées comme le facteur de
croissance fibroblastique 23 (FGF-23) ou I'ostéopontine (7ibaldi et al, 2020).
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Figure 17 : Localisation du domaine de type mucine au sein de I'ectodomaine du syndécan-
3 humain. Le domaine mucine est en rouge et le reste de |I'ectodomaine en vert. La localisation
des chaines d’héparane sulfate (HS) et de chondroitine sulfate (CS) est indiquée. Les résidus sont
numeérotés selon la numérotation UniProt KB (O75056).

Un mécanisme d’homodimérisation non covalente de I'ectodomaine du
syndécan-3 dépendant des résidus **'ERKE*® présents & son extrémité C-terminale a été
décrit (Asundi & Carey, 7995). La mutation des résidus **'ERKE*** provoque I'abolition
partielle ou totale de la formation de dimeres ce qui a mené a I'hypothese de leur
stabilisation par des interactions électrostatiques (Asundi & Carey, 71995). La dimérisation
des autres ectodomaines des syndécans n'a pas été décrite bien qu'une séquence
homologue (***DRKE®") soit présente dans l'ectodomaine du syndécan-1 humain
(Figure 18). L'ectodomaine du SDC-2 et celui du SDC-4 humain possede une séquence
similaire ("*'KRTE™* et "2ERTE'®, respectivement) ne contenant cependant pas le résidu
de lysine présent dans la séquence de |'ectodomaine du SDC-1 et du SDC-3 (Figure 18).
La mutation du résidu de lysine dans la séquence **'ERKE*** du SDC-3 méne d'ailleurs &
I'abolition de la formation de dimeéres ce qui montre I'importance de ce résidu (Asundi &
Carey, 1995).

SDC-2 EEDTNVYTEKHSDSLFKRTE--— 20 (P18827)

sSDC-4 SNKVSMSSTVQGSNIFERTE--- 20 (P34741)

SDC-1 ———VDQGATGASQGLLDRKEVLG 20 (075056)

SDC-3 ——-GSSAAQLPQKSILERKEVLV 20 (P31431)
. * x

Figure 18 : Alignement des 20 derniers résidus d’acides aminés des ectodomaines des
syndécans humains. Les résidus sont numérotés selon la numérotation UniProt KB (codes
d'accession a droite) et I'alignement a été réalisé avec Clustal Oméga.
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La seule structure atomique contenant un peptide de I'ectodomaine des
syndécans est celle obtenue avec I'octapeptide ““AAEGSGEQ?® qui est présent dans
I'ectodomaine du syndécan-1 et qui a été cocristallisé avec la xylosyltransférase-1 (Briggs
& Hohenester, 2018). Le peptide se situe a I'extrémité C-terminale de I'ectodomaine et
comprend la séquence consensus sérine-glycine nécessaire a I'attachement d'une chaine
de chondroitine sulfate (Figure 19). Le peptide n'adopte pas de structure secondaire
lorsqu’il est en complexe avec la xysolyltransférase-1, qui est une protéine
transmembranaire présente a la surface de I'appareil de Golgi qui catalyse le transfert
d'un résidu de xylose de I'uridine phosphate (UDP)-a-D-xylose sur un résidu de sérine.
Le résidu de xylose fait partie du tétrasaccharide nécessaire a |'élongation des chaines de
glycosaminoglycanes (Sasarman et al, 2015, Briggs & Hohenester, 2018).

En conclusion, le domaine cytosolique du syndécan-4 est le plus caractérisé sur le plan
structural. Il dimérise en formant un court feuillet B (Tableau I). Seule la structure
tridimensionnelle du domaine transmembranaire du syndécan-2 a été résolue (L/ et al,
2079 et le domaine extracellulaire reste en revanche tres peu étudié. Cette absence de
données structurales concernant I'ectodomaine des syndécans est la conséquence de
leur enrichissement de désordre intrinseque qui a précédemment été prédit par Leonova
& Galzitskaya (2015).

A HS CS

N

3

‘ 202AAEGSGEQ?? — ‘
o

202 209

Figure 19: Structure de I'octapeptide de syndécan-1 cocristallisé avec Ila
xylosyltransférase-1. A) Localisation et séquence de |'octapeptide (vert) sur I'ectodomaine du
syndécan-1 (bleu). La localisation des chaines d'héparane sulfate (HS) et de chondroitine sulfate
(CS) est indiquée par des traits verticaux. B) Structure cristallographique (PDB: 6EJE) de la
xylosyltransférase-1 (gris) en complexe avec l'octapeptide de syndécan-1 (vert). Le groupement
phosphate est en rouge et en représentation sphere dans I'agrandissement, et le résidu de sérine
est en rouge.
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Les expériences structurales décrites dans la littérature impliquant au moins un peptide

de syndécan sont résumées dans le Tableau I.

Syndécans (SDCs) Méthode
&
Z A Partenaires
Séquence du peptide utilisé Sequence,du peptide . Code
dans les expériences observée dans le Domaine PDB
P fichier PDB
Syndécan-1 (P18827)
33 TKQEEFYA®™ identioue CD TIAM1 RX
(Tyr’®: phosphorylé) 9 (région C2) (Q13009) 4GVC
303 310 . , CcD TIAM1 RX
TKQEEFYA aentique (région C2) |  (Q13009) 4GVD
201 212 202 210 XYLT1 RX
PAAEGSGEQDFT AAEGSGEQ ED (Q86Y38) 6EJE
Syndécan-2 (P34741)
GSRMRKKDEGSYDLGERKPSSAAYQK
APTKEFYA RMN
, . , CD
(Les résidus en gras sont ceux présents - (entien) - (Chae &
dans le CD du SDC-2, Lee, 2008
170-201)
MEQSTEVLAAVIAGGVIGFLFAIFLILLL
(Les résidu‘iY e|T1M ?alg-lg:ltHcngx résents MEQSTEVLAAVIAGGVI TMD - RMN
9 P GFLFAIFLILLLVYRMRK 6ITH

dans le TMD du SDC-2,
143-173)

Syndécan-3 (075056) : Pas de structure disponible

Tableau | (1/2) : Etudes structurales des syndécans. CD : domaine cytosolique. TMD : domaine
transmembranaire. ED : ectodomaine. Les codes d'accession UniProt KB sont indiqués. RX:

cristallographie aux rayons X. RMN : résonance magnétique nucléaire. Non déterminé (-).
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Syndécans (SDCs)

Méthode

&
. . . Séquence du peptide Partenaires Code
Seq::::tieiue:ezlt-;::c:ilIlse observée dans le Domaine PDB ou
P fichier PDB référence
Syndécan-4 (P31431)
"®RMKKKDEGSYDLGKKPIYKKAPTNEFY
A** (rat) identiave cD ) RMN
(Identiques aux résidus 171-198 du 9 (entier) 1EJP
SDC-4 humain)
170 PIP,
1F;D/I KKKDEGSYDLGKKPIYKKAP:I'NEFY ' . D Non visible RMN
A" de poule et de rat SDC4 (résidus identique .
171-198 du SDC-4 humain) (entien dans e 18Q
5 ! fichier PDB
193 198 193 198 CcD SDCBP RX
TNEFYA TNEFYA , .
(réegion C2) (O00560) 10BY
193 198 193 198 ) SDCBP RX
TNEFYA TNEFYA (région C2) (O00560) 1YBO
195 202
(Identique?:[lljiz\s(::lus (1rg§)—198 du identique D SDCBP RX
SDC-4 humain) (réegion C2) (O00560) 5G1D
195 202 . . CD SDCBP RX
APTNEFYA®™ (rat) identique (région C2) (000560) 5A2P
SDC-4 du poisson zébre D RMN
74RIKKKDEGSYDLGKTPIYKKAPTTEIYA® identique entien) - (Whiteford
' et al, 2008)
MVLAALIVGGVVGILFAVFLILLLVYGG
KKKKM RMN
(Les résidus en gras sont ceux présents - T™MD - (Park et al,
dans le TMD du SDC-4 humain, 146- 2077)
170)
RMN
SDC-4 de rat (P34901) Syndesmos .
(Séquence inconnue) i D (Q9BRJ7) (kim et al,
q 2015)

Tableau | (2/2) : Etudes structurales des syndécans. CD : domaine cytosolique. TMD : domaine

transmembranaire. ED : ectodomaine. Les codes d'accession UniProt sont indiqués. RX:

cristallographie aux rayons X. RMN : résonance magnétique nucléaire. Non déterminé (-).
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d) Modélisation des syndécans entiers

Un modeéle tridimensionnel du syndécan-4 entier portant des chaines d’héparane sulfate
a été réalisé afin d'étudier le glycocalyx des cellules endothéliales par dynamique
moléculaire (Cruz-Chu et al, 2074). La structure du domaine cytosolique du syndécan-4
sous forme dimérique (PDB: 1EJP) a été solvatée et ionisée. Son domaine
transmembranaire a été modélisé en utilisant la structure de celui de la glycophorine A
qui contient également un motif GXXXG, puis inséré dans une bicouche lipidique
composée de phosphatidylcholine (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,
POPC). Finalement, I'ectodomaine du syndécan-4 a été modélisé en partant d'une
structure toute étendue qui a été soumise au protocole de recuit simulé, c'est-a-dire que
le systeme a été chauffé succinctement puis lentement refroidi afin de trouver un
minimum énergétique. Trois chaines d'héparane sulfate contenant 100 résidus osidiques
et différents types de sulfatation (domaines NA et NS) ont été covalemment attachées a
I'ectodomaine wvia un pont tétrasaccharidique. L'ectodomaine et les domaines
cytosolique et transmembranaire ont été reliés puis solvatés et ionisés dans du NaCl 100
mM (Figure 20A). Dans ces expériences, |'ectodomaine du syndécan-4 se replie
partiellement en hélices a et certaines régions restent non structurées, notamment celles
portant les chaines d’héparane sulfate (Figure 20B).

A al B

Figure 20 : Modélisation du syndécan-4 entier. A) Le syndécan-4 entier a été placé dans une
bicouche lipidique (gris) et soumis a différentes forces de cisaillement (0, 30,42 et 3,63 MPa). La
partie protéique est en rouge et les chaines d'héparane sulfate sont en vert. B) Agrandissement
de l'ectodomaine du syndécan-4 montrant son repliement partiel en hélice a pendant la
simulation. Les résidus de proline sont représentés par des sphéeres noires. Figures adaptées de
Cruz-Chu et al,, (2014).
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Ces expériences ont également montré que des forces de cisaillement élevées sur
I'ectodomaine du syndécan-4 influencaient la structure de son domaine cytosolique par
un mécanisme de mécanotransduction. Ce mécanisme nécessiterait un mouvement en
"ciseau" (scissor-like motion) de la partie protéique du syndécan-4 sous forme
dimérique, notamment de son domaine transmembranaire (Jiang et al, 2079.
L'application de forces de cisaillement engendre ainsi une perturbation du cytosquelette
avec lequel son domaine cytosolique interagit. Les chaines d’héparane sulfate jouent le
role de "voiles", captant les forces de cisaillement et les transmettent a la partie
protéique du syndécan-4. Un moyen pour la cellule de limiter de trop fortes
modifications conformationnelles du syndécan-4 serait alors de libérer les chaines de
glycosaminoglycanes qu'il porte. En supprimant moins de 17 % des chaines, les auteurs
ont observé une diminution de 55 % du mouvement en ciseau de la partie protéique du
SDC-4 (Jiang et al,, 2019).

Le syndécan-3 de poulet entier et sans chaines de glycosaminoglycanes a également été
modélisé (Kirsch et al., 2002). Les proportions et la localisation des structures secondaires
ont été prédites ce qui a permis de définir I'existence de 5 régions : N-terminale, tige
(stalk),  périmembranaire, transmembranaire et cytosolique. La  structure
tridimensionnelle de chaque région a été construite avec le programme Insight I
(Accelrys) en imposant a chaque domaine la structure secondaire prédite. Les structures
ont été minimisées puis assemblées afin de former une unique structure comprenant la
totalité de la séquence du syndécan-3 (Figure 21).

Trois domaines globulaires ont été observés a I'extrémité N-terminale de la protéine, au
niveau juxtamembranaire ainsi que dans le domaine cytosolique. Le domaine globulaire
N-terminal et la région juxtamembranaire sont séparés par une région ayant une
conformation étendue (stalk) se repliant en brins B et enrichie en résidus de thréonine et
de sérine. Les auteurs proposent que l'interaction entre les deux monomeres méne a la
formation d'un feuillet B paralléle. Deux monomeres ont ainsi été disposés de fagon
arbitraire et I'énergie du systeme a été minimisée (Figure 21). Ce modéle a été réalisé en
I'absence de bicouche lipidique ce qui peut étre une cause de I'absence d'interaction
entre les deux monomeres au niveau de leur domaine transmembranaire.
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Figure 21: Modélisation de la structure tridimensionnelle
du syndécan-3 de poulet. Deux monomeéres de SDC-3 ont été
modélisés (chaines en bleu et en rouge). G1-3: domaines
globulaires, stalk: région étendue repliée en brins 3, TMD:
domaine transmembranaire. D'apres Kirsch et al, (2002).
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11.5.2 Fonctions des syndécans

Les fonctions des syndécans sont notamment régulées par leurs interactions avec
leurs tres nombreux partenaires. Au moins 347 partenaires des syndécans ont été
identifiés et la majorité se fixe sur leurs chaines d'héparane sulfate. Tres peu d'entre eux
interagissent directement sur la partie protéique de leur ectodomaine (Gondelaud &
Ricard-Blum, 2079). Les syndécans agissent comme récepteurs ou corécepteurs a la
surface cellulaire et sont impliqués dans les interactions cellule — matrice régulant ainsi
des processus comme |'adhésion, la migration, la différenciation et la prolifération
cellulaire (Couchman et al, 2015 Gopal et al, 2017, Mitsou et al, 20717). lls sont
également impliqués dans le processus de cicatrisation (Fears & Woods, 2006, Vuong et
al, 2074), ou de régénération et du remodelage tissulaire (Chung et al, 2076). lls
recrutent des facteurs de croissance comme le facteur de croissance fibroblastique 2
(FGF-2) qu'ils présentent a leurs récepteurs (Kwon et al, 2072). lls jouent également un
role dans le métabolisme lipidique (Leonova & Galzitskaya, 2075) et I'angiogenése (De
Rossi & Whiteford, 2074), et participent a plusieurs processus physiopathologiques
comme la tumorigenese (Afratis et al, 2077). Leur localisation a la surface cellulaire leur
permet également d'interagir avec des pathogénes comme des virus (Cagno et al,, 20179,
Ozbun, 2079), des bactéries (Bartlett & Park, 2015) et certains parasites (Fatoux-Ardore
et al, 2074, Macie/-Hulme et al, 2018).
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lls y jouent également le réle de mécanorécepteurs comme cela a été décrit pour le
syndécan-4 a la surface des fibroblastes cardiaques (Samarel et al, 2073 et pour les
syndécans-1 et -4 dans le glycocalyx endothélial (Voyvodic et al,, 2074, Jiang et al, 2020).
La base de données Pubmed Central (PMC) regroupe a ce jour plus de 12 000 entrées
portant sur les syndécans montrant ainsi l'intérét de ces protéoglycanes ainsi que
I'étendue de leurs fonctions (interrogation réalisée avec le terme "syndecan"). De ce fait,
les fonctions majeures des syndécans seront décrites dans ce chapitre.

Les chaines de glycosaminoglycanes que les syndécans portent leurs permettent
d'interagir avec des macromolécules extracellulaires comme les collagenes | et V (Koda
et al, 71985), la fibronectine (Woods et al, 2000), les laminines 111 et 332 (Herndon et al,
7999 Carulli et al, 2012, la ténascine-C (Sa/mivirta et al, 7997) ou encore la
thrombospondine-1 (Adamas & Taylor, 2007). Leur domaine cytosolique interagit avec le
cytosquelette notamment par le bais des protéines a domaine PDZ comme la synténine,
la synectine, la synbindine, CASK ou encore TIAM-1 (Cheng et al, 2076). lls interagissent
également avec des protéines associées au cytosquelette comme la cortactine, I'a et la B
tubuline (Kinnunen et al, 7998), la protéine associée au cytosquelette 5 (Huttlin et al,
20175), les protéines de la famille ERM (Granés et al, 2003), I'a actinine (Greene et al,
2003) ou encore la paxilline (Denhez et al, 2002).

Certaines interactions sont médiées par la région variable V des syndécans et sont ainsi
spécifiques a chacun d’entre eux. Par exemple, la région V du syndécan-1 interagit avec
la fascine (Chakravarti et al, 2005 Adams et al, 2007) alors que cette région permet
I'interaction du syndécan-4 avec le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate et la protéine
kinase C a. Ce complexe ternaire est nécessaire a la formation des adhésions focales a
travers l'activation des petites GTPases Rac1 et Rho (Lambaerts et al, 2009). Ce processus
d'adhésion cellulaire se fait en concert avec certaines intégrines (Morgan et al, 2007). Le
syndécan-4 interagit avec les intégrines a5B1 et avp3 lors de la formation des adhésions
focales alors que le syndécan-1 interagit avec les intégrines av3 ou B5 dans les contacts
focaux ou avec l'intégrine a2B1 et le collagene de type | (Roper et al, 2072). Les quatre
syndécans interagissent avec l'intégrine a6B4 grace a leur séquence C-terminale EFYA
présente dans leur domaine cytosolique.

Les chaines de GAGs, et notamment celles d'héparane sulfate, permettent aux
syndécans de jouer le role de réservoirs de facteurs de croissance a la surface cellulaire.
lls interagissent notamment avec les facteurs de croissance fibroblastique 1 et 2 (FGF-1, -
2), des chimiokines (CCL-2, -5, -7, -11, -17), des interleukines (IL-8, IL-34), la
pléiotrophine ou encore avec le TGF-B (revue par Gondelaud & Ricard-Blum, 2019).
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lls fonctionnent en collaboration avec les récepteurs des facteurs de croissance auxquels
ils présentent les facteurs de croissance ce qui module la croissance, la mobilité et la
différenciation cellulaire (Afratis et al, 20177).

La présence des chaines d'héparane sulfate est requise, puisqu’en leur absence, le FGF-1
perd sa capacité a activer son récepteur FGFR-1. Les chaines d’héparane sulfate,
notamment 2-0 sulfatées, forment, avec le FGF-1 et son récepteur un complexe ternaire
nécessaire a son activation (Wu et al, 2007). La fonction de corécepteur pour les facteurs
de croissance positionne également les syndécans dans les molécules pro-
oncogéniques. lls agissent par exemple en tant que corécepteurs du facteur de
croissance hépatique (HGF) favorisant la survie et la prolifération des cellules de
myélome (Derksen et al, 2002). lls sont également impliqués dans le cancer du sein
(Sullivan et al, 2019), du pancréas (Yao et al, 2079), colorectal (Vicente et al, 2078), de la
prostate (Hadaschik et al, 2018) ou encore du poumon (7soyi et al, 2079).

Les syndécans sont également impliqués dans des processus d’endocytose durant
lequel ils sont eux-mémes internalisés (Christianson & Berlting, 2074). Différents
mécanismes ont été décrits, soit dépendant des clathrines soit de microdomaines
membranaires comme les radeaux lipidiques. Les syndécans interagissent avec plusieurs
protéines impliquées dans ces processus comme |'a-tubuline, la cortactine, la cavéoline-
2 ou encore la dynamine-2 (Yoo et al, 2005, Chen & Williams, 2013, Lim et al,, 2015). Les
résidus basiques conservés du domaine cytoplasmique des syndécans seraient
nécessaires a ce processus (Chen & Williams, 2073). Ces interactions permettent soit le
recyclage des syndécans, soit I'internalisation de molécules comme le FGF-2 seul ou avec
son récepteur FGFR-1 (Elfenbein et al, 2012). Les quatre syndécans, et notamment le
syndécan-3, sont également responsables de l'internalisation du peptide B-amyloide, de
I'a-synucléine ainsi que des fibrilles formées par la protéine Tau, avec lesquelles ils
interagissent via leurs chaines d'héparane sulfate (Letoha et al, 2019, Hudak et al,, 20179).
lls internalisent également certains virus comme les virus de I'hépatite C et E ou de
I'herpes, l'internalisation de ce-dernier ne nécessitant pas la présence des chaines de
GAGs (Karasneh et al, 2011, Lefevre et al., 2074).
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Les syndécans subissent le processus de shedding comme environ 1 % des
protéines membranaires (Fitzgerald et al, 2000) ce qui libére leur ectodomaine dans
I'espace extracellulaire. lls sont clivés de maniére constitutive mais ce processus est
augmenté lorsqu'ils sont soumis a des stimuli extracellulaires comme leurs interactions
avec certains facteurs de croissance, des facteurs de virulence bactériens, I'insuline, le
stress cellulaire ou dans certains processus comme la cicatrisation et la tumorigenése
(Manon-Jensen et al, 2010, Manon-Jensen et al, 2013). L'héparanase, qui dégrade les
chaines d’héparane sulfate, stimule également le shedding des syndécans libérant des
ectodomaines peu glycosylés.

La dégradation de ces chaines permet une meilleure accessibilité aux sheddases, c'est-a-
dire aux enzymes catalysant le clivage des ectodomaines (Ramani et al, 2012). Les
ectodomaines solubles sont impliqués dans le processus d'angiogenese. L'ectodomaine
du syndécan-1 et -4 stimule I'angiogenese a l'inverse de celui du syndécan-3. Le
syndécan-2 stimule I'angiogenese sous sa forme membranaire mais I'inhibe lorsqu’il est
soluble (Purushothaman et al., 2010, De Rossi & Whiteford, 2013, De Rossi et al, 2014).
Les ectodomaines solubles peuvent étre de nouveaux internalisés, comme le syndécan-1,
mais uniquement s'il porte ses chaines d'héparane sulfate qui lui servent a cointernaliser
le facteur de croissance hépatocytaire. L'ectodomaine du syndécan-1 est transloqué
jusqu'au noyau et interagit avec I'histone acétyltransférase dont il diminue l'activité
(Stewart et al, 2015).

Bien que les chaines de glycosaminoglycanes qu'ils portent soient généralement
essentielles a leurs fonctions, certaines régions de leur partie protéique permettent
d'établir directement des interactions. La partie protéique du syndécan-1 interagit avec
les intégrines avB3 ou avB5 ainsi qu'avec le récepteur IGF1-R (insulin-like growth factor-
1 receptor) menant a la formation d'un complexe ternaire impliqué dans la survie et la
mobilité cellulaire des cellules épithéliales malignes. L'addition d'un peptide mimant la
séquence de l'ectodomaine du syndécan-1 impliqué dans ce complexe mene a la
déstabilisation du complexe ternaire et a l'inhibition de la croissance tumorale et de
I'angiogeneése (Beauvais & Rapraeger, 2009. Ce peptide de syndécan-1 a été nommé
synstatine. Une seconde synstatine issue de I'ectodomaine du syndécan-1 a été décrite,
déstabilisant le complexe ternaire syndécan-1 — intégrine a4pf1 — VEGFR-2 (Vascular
endothelial growth factor receptor 2). Cette synstatine a pour effet de diminuer
I'invasion de cellules de myélome (Jung et al,, 2076).
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Une synstatine a également été décrite pour le syndécan-4 qui interagit avec I'intégrine
a3B1 et I'EGFR (Epidermal growth factor receptor) dont les fonctions sont globalement
identiques aux synstatines du syndécan-1 (Jung et al, 20176). Les synstatines sont ainsi de
potentiels peptides thérapeutiques bloquant la croissance, la survie et linvasion
tumorale.

Les souris KO (knockout) n’exprimant plus les syndécans -1 et -4 sont viables et ne
présentent que de faibles complications post-natales bien que les syndécans soient
impliqués dans un tres grand nombre de processus biologiques (Couchman et al,, 20175).
L'abolition de |'expression du syndécan-1 altére la cicatrisation alors que celle du
syndécan-4 perturbe la migration des fibroblastes et l'angiogenése. L'abolition de
I'expression du syndécan-3 perturbe la migration des neurones étant donné sa forte
expression dans le systeme nerveux et aucune souris dans laquelle l'abolition de
I'expression du syndécan-2 a été effectuée n'a pour le moment été décrite (Couchman et
al, 2015). Les fonctions biologiques de I'isoforme-2 du syndécan-4 n'ont en revanche
pas été étudiées.

1.6 Le désordre intrinseque des protéines
11.6.1 Généralités

L'un des principaux paradigmes en biologie structurale admet que la fonction
d'une protéine dépend de sa structure tridimensionnelle, et que cette information
structurale est inscrite dans sa séquence en acides aminés, ce dernier point étant
notamment étayé par les travaux d’Anfinsen (1961). Plusieurs modeéles de repliement des
protéines ont été proposés et particulierement le modele de nucléation — condensation
unissant le mécanisme d'effondrement hydrophobe et le modeéle charpente (framework),
qui suggere une formation des structures secondaires et une coopérativité de
repliement de proche en proche (Dobson, 2003, Daggett & Fersht 2003). La découverte
du désordre intrinseque au sein des protéines s'est faite graduellement, d'abord par le
fait que la structure tridimensionnelle des protéines globulaires pouvait fluctuer,
notamment lors de leurs interactions avec leurs ligands indiquant une certaine flexibilité
(ajustement induit), puis par I'observation de mouvement de domaines a grande échelle.
Enfin, 'absence de densité électronique de certaines régions de protéines analysées par
cristallographie aux rayons X indiquait la présence de régions n'adoptant pas une unique
structure (Dunker et al, 20017).
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Le terme de protéine nativement dénaturée a ensuite été introduit par le groupe de
Mandelkow (1994) lors de I'étude de la protéine Tau qui apparaissait comme dénaturée
lors de son analyse par diffusion des rayons X aux petits angles et par dichroisme
circulaire. Le désordre intrinseque d'une protéine représente ainsi I'absence de structure
secondaire et tertiaire stables dans des conditions physiologiques (Uversky, 2079).

Le désordre intrinséque au sein d'une protéine peut concerner qu’une faible partie de sa
sequence et lorsqu'au moins 30 résidus d'acides aminés consécutifs sont désordonnés,
on parle de régions protéiques intrinsequement non structurées (IDPRs) ou de régions
intrinsequement non structurées (IDRs). En revanche, lorsque plus de 50 % des résidus
d'acides aminés sont désordonnés, on parle de protéines totalement désordonnées ou
plus généralement de protéines intrinsequement non structurées (IDPs). Les protéines
intrinsequement non structurées, ou protéines désordonnées, peuvent étre définies
comme étant des protéines fonctionnelles ne possédant pas de structures secondaires
ou tridimensionnelles stables et sont susceptibles d'adopter un ensemble de
conformations (Uversky, 2079).

La fréquence du désordre intrinseque fluctue selon les protéomes (Xue et al, 2072). La
quantité de résidus désordonnés n'est pas dépendante de la taille des protéomes mais
I'abondance des protéines possédant de longues régions désordonnées (IDPRs) ou des
protéines désordonnées (IDPs) augmente avec la complexité de I'organisme. La fraction
de résidus désordonnés varie de 35 a 50 % dans les organismes eucaryotes, de 12 a 38
% chez les archées et de 18 a 35 % chez les bactéries. La proportion de désordre est plus
variable chez les virus, entre 7 et 77 % (Xue et al, 2072). Chez les organismes supérieurs,
pres d'une protéine sur deux contient une proportion significative de désordre (van der
Lee et al,, 2074b).

Plusieurs classifications des protéines désordonnées ont plus récemment été proposées.
Elles sont basées sur leurs fonctions, la présence d'éléments fonctionnels (motifs,
domaines), leurs conformations, leurs interactions, leur évolution, leurs régulations ou
encore sur certaines propriétés comme leur solubilité ou leur capacité a subir des
transitions de phase (van der Lee et al,, 2074b).

Plusieurs bases de données ont été créées afin de recenser les IDRs et les IDPs de tous
les protéomes comme DisProt (www.disprot.org, Piovesan et al, 2077) qui regroupe des

IDPs et des annotations manuellement curées de Ila littérature ou IDEAL
(http://idp1.force.cs.is.nagoya-u.ac.jp/IDEAL, Fukuchi et al, 2074), qui contient des

interactions des protéines et régions désordonnées et de leurs partenaires cellulaires.
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MobiDB (https://mobidb.bio.unipd.it, Piovesan et al, 2018, propose en plus des

prédictions de désordre ou de structures secondaires, comme D?P? (http://d2p2.pro,
Oates et al, 2013). DisBind (http://biophy.dzu.edu.cn/DisBind, Yu et al, 2077) propose
une classification des IDPs en fonction de leurs partenaires physiologiques et 7he Protein

Ensemble Database (http://pedb.vib.be, Varadi & Tompa, 2015) porte davantage sur

I'aspect méthodologique en regroupant les protocoles et les modeles générés dans la
littérature scientifique sur les protéines désordonnées.

Etant donné l'absence de contraintes structurales, les protéines intrinsequement non
structurées évoluent rapidement. Il est ainsi plus difficile d'identifier des protéines
homologues (van der Lee et al,, 2074). L'absence d'information structurale et de protéine
homologue positionne les IDPs dans le Dark Proteome (http://darkproteome.ws) dont

font partie prées de 43 % des protéines eucaryotes (Perdigdo & Rosa, 20719). Il est
possible d'estimer le potentiel d'obscurité (darkness potential) d'une protéine. Ce
potentiel, variant de 0 a 1 ou 1 est le plus sombre, est défini a partir des annotations
disponibles dans la base de données UniProt KB, et n'est pas uniquement basé sur les
informations de structure. Il prend en compte la totalité des annotations comme la
présence de domaines, leurs modifications post-traductionnelles ou encore I'existence
d'isoformes. Le potentiel d'obscurité est alors le reflet d'une part de la disponibilité des
informations structurales, et d'autre part de I'ampleur des études réalisées sur une
protéine donnée. Plus une protéine est caractérisée, pour son potentiel tend vers zéro.

11.6.2 Caractéristiques du désordre intrinséque

a) Composition en acides aminés des séquences désordonnées

Les protéines intrinsequement non structurées possedent une faible complexité
de séquence marquée par l'abondance de certains résidus d'acides aminés. Leur
séquence est enrichie en résidus chargés et de méme charge, qui tendent a se repousser
et a étendre la chaine polypeptidique. L'analyse de 91 protéines désordonnées a montré
que la distribution de leur point isoélectrique était bimodale, centrée sur environ 4 et
10,5, avec une abondance plus élevée de protéines désordonnées acides, notamment
grace leur enrichissement en résidus de glutamate (Uversky et al, 2000). Les IDPs sont
appauvries en résidus hydrophobes, en résidus aromatiques ainsi qu'en résidus de
cystéine (Figure 22). Elles sont a l'inverse enrichies en résidus polaires et chargés,
comme les résidus de glutamate et de lysine, en résidus de faible masse moléculaire
comme la glycine et I'alanine, et enfin en résidus de proline dont la présence défavorise
la formation de structures secondaires (Uversky, 2013, Uversky, 2019).
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Les protéines intrinsequement non structurées possedent ainsi une hydrophobicité
moyenne plus faible que les protéines globulaires et a l'inverse une charge nette plus
élevée (Figure 22B).
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Figure 22 : Composition en acides aminés des protéines désordonnées. A) Abondance des
20 acides aminés au sein des protéines désordonnées par rapport aux protéines globulaires. Les
valeurs positives et négatives indiquent des résidus enrichis dans les protéines désordonnées par
rapport aux protéines globulaires ou un appauvrissement, respectivement. D'apres Uversky
(2019). B) Comparaison de la charge nette et de I'hydrophobicité moyenne de 275 protéines
globulaires (cercles blancs) et de 91 protéines désordonnées (cercles gris). La droite représente la
limite entre les deux catégories de protéines. D'apres Uversky (2009).

La faible abondance de résidus d'acides aminés hydrophobes et a linverse la
prépondérance des résidus polaires et chargés favorisent l'interaction des protéines
désordonnées avec les solvants aqueux. Les protéines intrinsequement non structurées
possedent donc une solubilité accrue par rapport aux protéines globulaires. Elles sont
également plus stables et moins sujettes a I'agrégation ou a la précipitation (van der Lee
et al, 2074). Les protéines désordonnées sont tres sensibles aux protéases étant donné
que les sites de clivages sont fréquemment retrouvés dans des régions flexibles (Uversky,
2079). Cette propriété permet de détecter /n vitro la présence de régions non structurées
par protéolyse limitée (Schramm et al, 2079. De maniere similaire, la présence de
régions désordonnées favorise leur dégradation /n vivo (van der Lee et al, 2074b). La
demi-vie des protéines eucaryotes possédant un segment désordonné d'un moins 30
résidus d'acides aminés est significativement plus faible que celle des protéines qui en
sont dépourvues, quelle que soit la localisation de ce segment au sein de la protéine
(van der Lee et al., 2014b).
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b) Le concept de structure — fonction revisité

Ces caractéristiques de séquence provoquent l'apparition de conformations
possédant un faible degré de compaction, la quasi-absence de structures secondaires et
une grande flexibilité conformationnelle (Habchi et al, 2074, Uversky, 2079. Afin de
décrire le concept de structure — fonction prenant en compte I'état conformationnel des
protéines désordonnées, un premier concept incluant les états de random coil, de
globule fondu et de I'état natif (ou ordonné) a initialement été proposé et nommé The
Protein Trinity (Figure 23A, Dunker et al, 2007). Le concept admet qu'une protéine
fonctionnelle est nécessairement dans I'un de ces trois états et que des transitions
existent entre chacun de ces états conformationnels.

A The Protein Trinity B The Protein Quartet
ORDERED
ORDERED //' \\

/ \ MOLTEN PRE-MOLTEN
GLOBULE GLOBULE
MOLTEN RANDOM
GLOBULE | —— | coIL
RANDOM
colL

Figure 23 : Evolution du concept de structure — fonction. Le modele Trinity (A) a été étendu
au modele Quartet (B) puis au continuum de désordre (C). La Figure Cest extraite de Habchi et

al, (2014).

Il s'est cependant avéré que les protéines désordonnées ne représentaient pas une
classe conformationnelle distincte et uniforme, souvent décrite comme des random coill
(ou chaines gaussiennes). Cette observation a notamment été réalisée lors d'expériences
de résonance magnétique nucléaire ou des structures résiduelles ont été identifiées ainsi
que des contacts longues distances suggérant la formation de structures secondaires et
tertiaires transitoires (Uversky, 2002).
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L'analyse des dimensions hydrodynamiques d’'un jeu de protéines a permis de mettre en
évidence l'existence de plusieurs classes de désordre différant par leur degré de
compaction, a savoir des états de globules fondus, de pré-globules fondus et de random
coils (Uversky, 2002). Ces états ont ensuite été classés en deux catégories, le désordre dit
étendu (extended disordern regroupant les random coils ainsi que les pré-globules
fondus, ainsi que le collapsed disorder caractérisant I'état de globule fondu (Uversky,
20179). Les conformations de pré-globule fondu et de random coil peuvent se distinguer
par leur contenu en structures secondaires, plus abondantes dans |'état de pré-globule
fondu (Uversky, 2002). Le modele The Protein Trinity caractérisant le concept de
structure — fonction a ainsi été étendu et le nouveau modeéle a été nommé modele
Quartet (Habchi et al, 2074) qui inclut des transitions conformationnelles entre chaque
état (Figure 23B). Il est désormais admis que la proportion de désordre intrinseque au
sein des protéines n'est pas strictement réduite a I'un de ces états discrets, mais suit
davantage un continuum de désordre comprenant une infinité d'états propres a chaque
systeme étudié (Uversky, 2013, Habchi et al, 2074) (Figure 23C).

¢) Modulation de I'espace conformationnel des protéines désordonnées

La proportion en désordre intrinseque d’'une protéine n'est pas figée et évolue du
fait de I'entropie élevée du systeme et de sa modulation par plusieurs facteurs (Uversky,
2079. L'analyse de protéines intrinsequement non structurées dans différentes
conditions physico-chimiques a montré qu'a l'inverse des protéines repliées, les IDPs ont
la capacité a se structurer avec lI'augmentation de la température et du pH (Uversky,
2009). La formation de structures plus compactes avec I'augmentation de la température
est la conséquence d'une part de la favorisation des interactions hydrophobes et d'autre
part de la diminution de I'énergie de solvatation des résidus polaires (Wuttke et al,
2074). Cette observation a par exemple été effectuée sur des protéines humaines
comme l|'a-synucléine et |'as-caséine mais également sur des régions ou des protéines
bactériennes, de céréales ou encore virales (Kumar, 2007, Wuttke et al, 2014, Hamdi et
al, 2017, Uversky, 2019. Des modifications structurales dépendantes du pH ont
également été décrites comme pour la prothymosine a et I'a-synucléine qui se replient
partiellement en hélice a a pH acide. La formation de structures plus compactes est
causée par la minimisation de la charge nette présente a pH physiologique diminuant
ainsi les répulsions électrostatiques. Un phénomene similaire est observé en présence de
contre-ions qui neutralisent alors les nombreuses charges portées par les IDPs (Uversky,
2009).
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Les protéines intrinsequement non structurées peuvent également étre la cible de
modifications post-traductionnelles (PTMs) tres diverses (Darling & Uversky, 2018). Les
modifications post-traductionnelles sont généralement retrouvées dans des courts
segments désordonnés au sein des protéines globulaires, du fait de leur accessibilité
accrue pour les enzymes catalysant les PTMs. De ce fait, les protéines contenant de
multiple sites de modifications post-traductionnelles possedent un nombre plus
important de régions désordonnées (Huang et al, 2074). La phosphorylation,
I'acétylation, la protéolyse partielle, I'ubiquitinylation, I'acylation et la méthylation sont
les modifications post-traductionnelles les plus fréquentes des IDPs (Habchi et al, 2074).
Elles induisent une modification des états conformationnels adoptés par une protéine ou
une region désordonnée. Une méme modification post-traductionnelle n'aura
cependant pas les mémes conséquences structurales selon les protéines, pouvant dans
certains cas provoquer une transition désordre — ordre ou au contraire déstabiliser des
structures secondaires locales préformées. L'interaction des protéines sous leur forme
apoprotéique avec leur groupement prosthétique peut également provoquer leur
repliement, comme linteraction du cytochrome C avec son groupement héminique
(Uversky, 2009). L'ajout d'un groupement fonctionnel sur des régions désordonnées peut
moduler leurs interactions avec leurs partenaires, ces modifications pouvant donc jouer
le réle d'interrupteur biologique. Par exemple, I'acétylation et la désacétylation des
résidus de lysines de la queue désordonnée des histones régulent lIactivité
transcriptionnelle (Bah & Forman-Kay, 2016, Darling & Uversky, 2018).

d) Transition de phase liquide — liquide

De nombreuses protéines impliquées dans des mécanismes de transition de
phase liquide — liquide sont intrinsequement non structurées ou possedent des régions
désordonnées (Lin et al, 2017, Uversky, 2017, Owen & Shewmaker, 2019). Ces
mécanismes menent a la formation d'organelles protéiques sans membranes (PMLOs,
proteinaceous membrane-less organelles) (Figure 24). Bien que les fonctions et la
localisation des PMLOs divergent, ils sont tous enrichis en acides nucléiques et en
protéines intrinsequement non structurées qui permettent leurs assemblages (Uversky,
2077). Les PMLOs se forment par un mécanisme de coacervation, ou de transition de
phase liquide — liquide, c'est-a-dire un regroupement local d'une grande quantité de
molécules, dont la concentration atteint 10 a 300 fois celle de la phase non coacervée,
tout en gardant leur état liquide. Ces gouttelettes ont la capacité de fusionner, se
déformer et d'échanger des molécules avec la phase non coacervée (Owen &
Shewmaker, 2019).
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Figure 24 : Observation de la formation d'organelles protéiques sans membranes (PMLOs)
d’'un peptide (K18) de la protéine Tau. Les observations ont été réalisées par microscopie a
contraste interférentiel aprés 30 min et 24 h d'incubation a 37°C. Barre : 10 pym. D'apres
Ambadijpudi et al, (2017).

La formation des PMLOs est régulée par des interactions protéine — protéine ou protéine
— acide nucléique et peut étre modulée par des facteurs externes comme la température,
le pH ou la concentration en sel (Aguzzi & Altmeyer, 2076). Les transitions de phase
liquide — liquide peuvent étre gouvernées par des modifications post-traductionnelles
des protéines désordonnées (Figure 25). La phosphorylation de la protéine
désordonnée Tau favorise par exemple la transition de phase liquide - liquide.
L'acétylation ou la méthylation de résidus basiques ont tendance a défavoriser la
formation de PMLOs (Owen & Shewmaker, 2019). Certaines régions désordonnées de
protéines virales sont également responsables de la formation d'inclusions
cytoplasmiques dans le cytosol de cellules infectées comme le virus de la rougeole (Zhou
et al, 2019, Guseva et al, 2020). Les protéines impliquées dans les transitions de phase
liquide - liquide sont regroupées dans la base de données PhaSePro
(https://phasepro.elte.hu, Mészaros et al., 2020).

Un mécanisme de transition de phase liquide — liquide a également été observé dans
I'espace extracellulaire impliquant des mucines (van der Lee et al, 2074, Meldrum et al,
2018. Ce mécanisme mene a la formation de mucus recouvrant et protégeant les
cellules épithéliales. D'une maniere générale, les protéines désordonnées enrichies en
résidus de proline, de thréonine et de sérine et qui sont fortement glycosylées
participent a la formation de structures ressemblant a des gels (van der Lee et al,, 2074).
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Figure 25 : Modulation de la transition de phase liquide - liquide par les modifications
post-traductionnelles des protéines désordonnées. Figure extraite d'Owen & Shewmaker
(2019). IDR: région intrinsequement non structurée, PTMs: modifications post-
traductionnelles.

11.6.3 Mécanismes d’interaction des protéines désordonnées
a) Caractéristiques de séquences

L'interaction des protéines désordonnées avec leurs partenaires physiologiques
peut également moduler leur structure et ainsi diminuer leur hétérogénéité
conformationnelle. La plupart des protéines désordonnées ont la capacité a se structurer,
du moins localement, lorsqu’elles sont en complexe avec un partenaire (Uversky, 2009).
Les séquences désordonnées présentes au sein des IDPs ayant la capacité a se structurer
lorsqu’elles sont en complexe avec leur partenaire sont appelées MoRE (molecular
recognition element) ou MoRF (molecular recognition feature) (Figure 26). Elles sont
généralement composées de 5 a 25 résidus d'acides aminés alors que les séquences plus
longues sont appelées domaine d'interaction désordonné (disordered binding domain)
(Yan et al, 2076). Ces séquences peuvent se replier en hélice a (a-MoRF), en brin B (B-
MoRF) ou adopter des structures irrégulieres (i-MoRF). Elles sont qualifiees de MoRF
complexe (complex-MoRF) lorsqu’elles se replient en deux ou plusieurs structures
secondaires différentes et d’'abondance similaire (Vacic et al, 2007). Les B- et i-MoRFs
sont enrichis en résidus de proline a l'inverse des a-MoRFs. Ces-derniers sont appauvris
en résidus de tyrosine et d'histidine. Les B-MoRFs ne possedent pas de résidus de
tryptophane ni de cystéine (Vacic et al, 2007).
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A a-MoRF B B-MoRF C i-MoRF D complex-MoRF

Figure 26 : Exemples d’éléments de reconnaissance moléculaire (MoRFs). La protéine
globulaire est en bleu et les MoRFs en rouge. D'aprés van der Lee et al, (2014).

Certaines séquences peuvent en outre se replier de fagon différente selon la protéine
avec laquelle elles interagissent. C'est par exemple le cas de la région C-terminale de la
protéine p53 qui est intrinsequement non structurée (Laptenko et al, 2076). Cette région
a la capacité de se replier en hélice a lorsque la protéine p53 interagit avec la protéine
S100B8B, en brin B lorsqu'elle interagit avec la sirtuine et reste non structurée en
complexe avec la cycline A2 ou la CREB binding protein, CBP (Figure 27). Ces séquences
portent le nom de séquences caméléons et sont généralement enrichies en résidus
hydrophobes comme la valine et I'isoleucine, ou aromatiques comme la tyrosine et la
phénylalanine, ainsi qu'en résidu de glycine (Habchi et al, 2014, Bahramali et al,, 2016).
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b) Fuzzy complexes

Certaines protéines désordonnées restent non structurées lorsqu’elles sont en
complexe avec un partenaire et conservent leur flexibilité et leur dynamique. Ce
phénomeéne a été baptisé fuzziness et méne a la formation de complexes dynamiques
(fuzzy complexes) ou |'hétérogénéité conformationnelle de la protéine (ou région)
désordonnée est maintenue et est requise pour la fonction (Tompa & Fuxreiter, 2008,
Sharma et al, 2015, Olsen et al, 2077). L'interaction entre une région désordonnée ou
une protéine intrinsequement non structurée et un partenaire globulaire peut étre
décrite selon quatre mécanismes qui different par I'entropie du systeme (Figure 28). Le
mode statique admet que la région désordonnée interagissant avec son partenaire est
rigide, mais pas nécessairement repliée. Plusieurs conformations peuvent cependant
exister, on parle de modele polymorphique (Figure 28A). Les trois autres mécanismes
mettent en jeu une région désordonnée (se repliant ou non) gardant une part plus ou
moins importante de flexibilité et de dynamique (Figures 28B - 28D). Le modele c/lamp
implique la présence d'une région restant désordonnée et flexible séparant deux régions
repliées (Figure 28B). A l'inverse, le modele flanking nécessite le repliement partiel de la
région en interaction avec le partenaire mais également de régions non structurées la
flanquant. Ces régions flexibles interagissent également avec le partenaire protéique et
leur élimination mene a une diminution de I'affinité entre les deux partenaires (Figure
28C). Dans le modele random, la totalité de la région non structurée interagissant avec
son partenaire reste désordonnée et flexible (Figure 28D) (7Tompa & Fuxreiter, 2008,
Sharma et al, 2015).

Dans des cas extrémes, deux protéines ou deux régions désordonnées peuvent interagir
sans subir de transition désordre — ordre. Ce type d'interaction entre deux IDPs sans
formation de structures secondaires locales a été nommé extreme fuzziness (Wang &
Wang, 2079). Ce phénomene a été observé pour deux complexes, entre le domaine C-
terminal de la protéine 4.1G et la protéine NuMA (nuclear mitotic apparatus) ainsi
gu'entre la prothymosine a et I'histone de liaison H1. Ces deux derniers partenaires
présentent une affinité de l'ordre du picomolaire. lls interagissent par des liaisons
électrostatiques du fait de la forte basicité de I'histone H1 et a linverse de
I'enrichissement en résidus acides de la prothymosine a (Borgia et al,, 2018).
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Figure 28 : Mécanismes de la formation des fuzzy complexes. A) Modéle du désordre

statique. Le partenaire protéique est en gris et les deux conformations de la protéine
désordonnée sont en bleu et violet. B-D) Modeles du désordre dynamique. Une partie (B-C) ou
la totalité (D) de la protéine désordonnée reste non structurée et flexible (pointillés). Les
différentes couleurs en D réferent a la région désordonnée pouvant former de fagon tres
transitoire des interactions stables avec différents sites sur le partenaire protéique, la majorité de
la chaine restant désordonnée et flexible (en pointillés). Figure extraite de 7Tompa & Fuxtreiter
(2008).

Plusieurs sites d'interaction différents peuvent exister a la fois sur la protéine
désordonnée et également sur le partenaire protéique, ce qui a donné naissance au
phénomene d’allovalence (allovalency). Ce terme est issu du préfixe allo, du grec autres /
différents, et de valency dont l'origine latine signifie pouvoir, ce qui reflete un
phénomeéne de capture du partenaire protéique par la protéine désordonnée (Klein et
al, 2003, Levchenko, 2003, Locasale, 2008). La présence de plusieurs sites en compétition
augmente |'affinité entre les deux protéines étant donné que le partenaire globulaire est,
de facon générale, rapidement recapturé apres s'étre dissocié (Olsen et al, 2017).
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11.6.4 Fonctions du désordre intrinséque

La formation de fuzzy complexes présente plusieurs avantages fonctionnels
comme l'interaction d'une méme séquence désordonnée avec plusieurs partenaires,
parfois simultanément, ce qui permet notamment I'assemblage d'édifices
supramoléculaires (Habchi et al, 2074, Fuxreiter, 2078). Ce mécanisme permet ainsi de
limiter les contraintes de spécificité de séquence. C'est par exemple le cas d'une région
riche en proline de la myelin basic protein (MBP) qui est capable d'interagir avec huit
protéines différentes possédant un domaine SH3 (Fuxreiter & Tompa, 2012). La
formation de fuzzy complexes est également retrouvée dans la régulation du cycle
cellulaire ou dans I'assemblage de particules virales (Fuxreiter & Tompa, 2012). Les fuzzy
complexes décrits dans la littérature sont rassemblés dans la base de données FuzDB
(http://protdyn-database.orq, Misker et al, 2017).

Comme évoqué précédemment, la proportion de désordre entre les différents
protéomes des trois domaines de la vie et chez les virus croit avec la complexité de
I'organisme (Xue et al, 20712). Une plus grande quantité de désordre dans les protéines
eucaryotes serait la conséquence de plus longs segments reliant les différents domaines
d'une protéine par rapport aux protéines procaryotes ou les segments de liaison sont
plus petits. Les segments eucaryotes sont ainsi plus longs mais aussi en moyenne deux
fois plus désordonnés (Basile et al, 2079). Les protéines eucaryotes possedent
également davantage de résidus de sérine et de proline et sont en revanche moins
riches en résidus d'isoleucine. Du fait de leur complexité, les cellules eucaryotes
nécessitent des mécanismes de régulation plus nombreux et plus contrdlés et la
synthese de protéines désordonnées serait ainsi un moyen de répondre a ces nécessités
(Vacic et al, 2007, Schlessinger et al, 2012, Basile et al, 2019. L'enrichissement en
résidus de sérine des protéines désordonnées eucaryotes pourrait étre la conséquence
d'une régulation plus étroite impliquant des kinases (Basile et al, 2079). Une proportion
élevée de désordre est cependant observée chez les virus (Xue et al, 2012). Cette
abondance leur permet notamment d'interagir avec de nombreux partenaires de la
cellule hote afin de les détourner a leur avantage, notamment par la formation de fuzzy
complexes (Communie et al,, 2013, Habchi et al, 2074). |l s'agirait également d'un moyen
de limiter les conséquences structurales des fréquentes mutations survenant dans leur
génome. La synthése de protéines désordonnées offre ainsi au virus un tropisme élevé
tout en ayant un génome de petite taille.
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De par leur capacité a interagir avec une multitude de partenaires, les protéines
intrinsequement non structurées sont des Aubs au sein des interactomes eucaryotes
(Ekman et al, 2006, Haynes et al, 2006). Les protéines enrichies en désordre sont
particulierement représentées dans les processus de régulation, de différenciation, de
transcription, de développement ou encore d'apoptose mais sont sous représentées de
maniere générale dans le métabolisme des biomolécules (Haynes et al, 2006, Habchi et
al, 2074). Les IDPs sont ainsi majoritairement impliquées dans des fonctions de
régulation et de signalisation mais ne posseédent que tres rarement une activité
catalytique pour des raisons de contraintes structurales (Vendruscolo, 2010).

Six fonctions générales des protéines et régions intrinsequement non structurees ont éte
identifiées (Dunker et al, 2002, van der Lee et al, 2014, Tompa et al, 2015) (Figure 29).
Les chaines entropiques (entropic chains) n'interagissent pas ou peu avec d'autres
molécules et réalisent leurs fonctions uniquement par le fait qu'elles sont désordonnées
et flexibles. C'est par exemple le cas des segments protéiques non structurés reliant
différents domaines globulaires. Les chaines entropiques n‘ont pas ou peu de
partenaires et l'affinité de ces interactions est tres faible, de I'ordre du millimolaire
(Tompa et al, 2015). La flexibilité de certaines régions désordonnées leur permet d'étre
la cible de modifications post-traductionnelles comme évoqué précédemment. Ces
modifications peuvent étre reconnues par leurs partenaires et engagent les IDPs dans
des fonctions de régulation et dans des processus de signalisation notamment. Les
modifications post-traductionnelles jouent ainsi le role d'interrupteurs, ce qui est causé
par l'existence des sites modifiés sur les régions désordonnées (display sites). Les
displays sites présentent également une affinité faible envers leurs partenaires. La
multitude de partenaires des protéines désordonnées leur permet également de jouer le
role de chaperones. Les protéines chaperones nécessitent une faible contrainte de
séquence afin d'interagir avec le plus grand nombre de protéines. L'interaction des
protéines non ou mal repliées avec les IDPs provoquerait la formation de repliements
locaux au sein de la chaine mal, ou non repliée, ce qui favoriserait son repliement. Les
roles de chaperones et d'interrupteurs (display sites) impliquent des interactions
transitoires avec leurs partenaires, caractérisées par une faible affinité, de l'ordre du
millimolaire au micromolaire (7Tompa et al,, 2015).

74



i transient
display sites e

sites of post- b|nd|ng
translational

modification

entropic chains

function due to
disorder

chaperones
assist the folding
of RNA or protein

effectors
modulate the
activity of a
partner molecule

scavengers
store and/or
neutralize
small ligands

assemblers
assemble

complexes or
target activity

permanent
binding

Figure 29 : Fonctions majeures des protéines intrinséquement non structurées ou des
régions désordonnées. D'apres van der Lee et al, (2014b).

A linverse, les roles d'effecteurs, d'assembleurs et de piégeurs nécessitent des
interactions stables (Figure 29). Les protéines désordonnées ayant la fonction
d'effecteurs interagissent avec leurs partenaires en subissant une transition désordre —
ordre locale modifiant par ce biais l'activité de leur partenaire. Les IDPs peuvent avoir
une fonction d'assembleurs pour la formation d'édifices supramoléculaires. Cette
fonction est la conséquence de la présence de plusieurs sites d'interactions sur une
méme protéine désordonnée. Elle joue ainsi le réle de support augmentant localement
la concentration des différents partenaires présents dans I'édifice supramoléculaire
favorisant ainsi sa formation. Finalement, les IDPs peuvent posséder la fonction de
piégeurs (scavengers) en interagissant et en immobilisant certains ligands de petite taille
(Figure 29). Ces trois fonctions sont associées a des interactions ayant des affinités plus
élevées, de I'ordre du micromolaire au picomolaire (7Tompa et al,, 20175).
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11.6.5 Association du désordre intrinséque aux pathologies

Les protéines désordonnées sont fréquemment associées a des pathologies, ce
qui a mené au concept D? pour disorder in disorders (Uversky et al, 2008). Du fait de
leur capacité a interagir avec un nombre important de partenaires différents, les
protéines intrinsequement non structurées sont des hubs cellulaires et sont impliquées
dans plusieurs fonctions biologiques. Des dysfonctions au sein des protéines hubs
menent ainsi au développement d'un grand nombre de pathologies (Uversky et al., 2008,
Midic et al, 2009). La pathogénicité des protéines désordonnées implique dans certains
cas la stabilisation de leurs structures secondaires, ou de facon générale de leurs
conformations les plus compactes, ce qui est observé dans le processus de fibrillogenése
(Uversky et al, 2008). Les IDPs et les IDRs sont particulierement associées a certains
cancers, la plupart des pathologies neurodégénératives, les diabéetes, les maladies
cardiovasculaires, les processus amyloidogéniques et certaines pathologies génétiques
(Uversky et al, 2008, Kulkarni & Uversky, 2019).

Dans des conditions physiologiques, les protéines associées aux maladies
neurodégénératives sont majoritairement non structurées mais se replient et s'agregent
dans la maladie d'Alzheimer, de Parkinson ou d'Huntington (Martinelli et al, 2079). Ces
pathologies sont caractérisées par une perte progressive de neurones accompagnée
d'un dépot d'agrégats protéiques. Outre le role du peptide B amyloide qui est également
non structuré sous forme monomérique (Uversky, 2008), la maladie d'Alzheimer est
caractérisée par l'agrégation intracellulaire de la protéine Tau, une protéine régulant
I'assemblage des microtubules (Naseri et al, 2079). La protéine Tau est intrinsequement
non structurée et est la cible de modifications post-traductionnelles. Elle contient un
domaine d'interaction aux microtubules qui est responsable de la formation de fibrilles
caractérisées par des feuillets B croisés (Flitzpatrick et al, 2077). Au sein des agrégats,
chacune des six isoformes de la protéine Tau est hyperphoshorylée (Martinelli et al,
2079.

La maladie de Parkinson est une synucléinopathie, c’est-a-dire une pathologie causée
par l'agrégation et le dépot de I'a-synucléine sous forme de corps de Lewy dans le
systeme nerveux central (Martinelli et al, 2079). L'a-synucléine est une protéine
intrinséquement non structurée se repliant partiellement en hélices a lorsqu’elle interagit
avec la membrane et plus particulierement avec des phospholipides (Meade et al,, 2079).
Bien que cette protéine ait été extensivement étudiée, son mécanisme d'agrégation n'est
pas parfaitement décrit.
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L'a-synucléine agrégée est cependant davantage phosphorylée que la forme non
pathogénique (Martinelli et al, 2079, ce qui pourrait moduler ses états
conformationnels (Uversky et al, 2008. L'a-synucléine exprimée sous forme
recombinante dimérise de facon covalente par des ponts dityrosine, et est également
capable de former des tétrameéres (Maarschalkerweerd et al, 2015, Meade et al, 2019).
Elle possede une région enrichie en résidus hydrophobes qui est essentielle a son
agrégation en fibrilles amyloides dans lesquelles elle adopte un motif en clé grecque
(Tuttle et al, 2016, Li et al, 2018 (Figure 30). L'a-synucléine possede la particularité de
s'agréger sous différentes formes, appelées polymorphes "tornade” et "baton", et qui
ont la caractéristique commune d'étre composé de deux protofilaments s'enroulant (L/ et
al, 2018).
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Figure 30 : Structure d’une fibrille amyloide formée par I'a-synucléine. A) Structure d'une
fibrille d'a-synucléine obtenue par cryomicroscopie électronique. D'aprés L/ et al, (2018). B) Vue
en coupe de la fibrille montrant le motif en clé grecque (7uttle et al, 2076, PDB : 2NOA). Le
schéma du motif en clé grecque est présenté a gauche.

Les IDPs sont également impliquées dans les processus de tumorigenése. Environ 80 %
protéines associées aux cancers possedent des régions désordonnées d’'au moins 30
résidus (Uvesky et al, 2008 Midic et al, 2009). A ce titre, la protéine p53 a été la plus
étudiée puisque pres de 50 % des cancers humains présentent des mutations de son
géne. Elle contient une région non structurée a ses extrémités N- et C-terminales
représentant 40 % de sa séquence (Martinelli et al, 2019). D'autres protéines enrichies
en désordre intrinseque sont également impliquées dans les cancers comme c-Myc ou
BRCA1 (breast cancer 1) (Uversky et al, 2008 Uversky, 2076). Les protéines
désordonnées sont associées aux maladies cardiovasculaires, squelettiques, osseuses,
développementales ou dermatologiques (Uversky et al, 2008, Uversky et al, 2009, Midic
et al, 2009).
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Enfin, plus de 20 % des mutations faux sens provoquant une pathologie ont lieu dans
une région intrinsequement non structurée et 20 % d’entre elles favorisent une transition
locale désordre — ordre (Vacic et al, 2072). Un exemple concret de la conséquence d'une
mutation faux sens d'un résidu d'acide aminé présent dans une région désordonnée a
été récemment décrit (Meyer et al, 2078). Cette mutation provoque l'apparition d'un
motif dileucine dans le domaine cytosolique de trois protéines transmembranaires
entrainant leur internalisation ce qui méne a la perte de leurs fonctions (Meyer et al,
2018).

Du fait de leurs implications dans un grand nombre de pathologies, les protéines
intrinsequement non structurées semblent étre des cibles thérapeutiques de choix.
Plusieurs stratégies sont envisagées dans cette optique (Joshi & Vendruscolo, 2075,
Ruan et al, 2018. La premiere réside dans la stabilisation des IDPs dans leurs
conformations désordonnées ou au contraire, d'induire leur compaction par de petites
molécules comme cela a été réalisé pour |'a-synucléine, provoquant l'inhibition de son
agrégation en fibrilles amyloides (Chen et al, 2020). La seconde stratégie vise a
I'inhibition de la formation de complexe entre une IDP et son partenaire globulaire, ou
entre deux IDPs. Il s'agirait alors d'identifier le ou les sites d'interaction et de les
perturber par des petites molécules. Cette stratégie a été envisagée pour le complexe
p53 — MDM2 (murine double minute 2) ou une région désordonnée de la protéine p53
se replie en hélice a lorsqu’elle est en complexe avec la protéine MDM2. La formation de
ce complexe est inhibée en présence de petites molécules, des cis-imidazolines
baptisées Nutlines (dénotées de 1 a 3), qui entrent en compétition avec p53 lors de leur
interaction avec MDM2. Cette méthode a également été utilisée avec succes dans
I'interaction entre deux régions désordonnées des protéines c-Myc et Max qui sont
associées a différents cancers (Santofmia-Castafio et al, 2020). Finalement, la derniere
stratégie est basée sur une inhibition allostérique de la protéine ou de la région
désordonnée. L'objectif est alors de cibler des régions repliées, si elles existent, par des
petites molécules dans le but de moduler les conformations adoptées par les régions
désordonnées en induisant leur repliement. C'est le cas de la molécule MSI-1436, un
aminostérol, qui interagit avec le domaine de régulation de la phosphatase PT1B
entrainant sa compaction et son inactivation (Santofmia-Castafio et al, 2020, Joshi &
Vendruscolo, 20175).
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11.6.6 Prédiction et analyse du désordre intrinseque

a) Prédiction du désordre intrinseque et des MoRFs

Une trentaine de prédicteurs de désordre intrinseque ont été développés a ce
jour (Lieutaud et al, 2016, Meng et al, 2077). D'une maniére générale, la prédiction du
désordre intrinseque est facilitée par le biais existant dans leur composition en acides
aminés. lls peuvent étre classés selon trois catégories: les méthodes basées sur une
fonction de score (une formule), I'apprentissage automatique (machine learning) et les
méta-prédicteurs. |IUPred (Dosztany;, 2018 Erdés & Dosztany;, 2020) est I'un des
prédicteurs les plus populaires et est basé sur une fonction de score, en l'occurrence un
algorithme qui calcule la propension de désordre a partir des propriétés
physicochimiques des acides aminés et leur propension a établir des interactions par
paires. I[UPred sert également de base a la génération de séquences d'IDPs artificielles
contenant une proportion de désordre déterminée par I'utilisateur dans I'outil InSiDDE
(In Silico Disorder Design) (Schramm et al, 2077). Des algorithmes d'apprentissage
automatique ont également été développés comme DISOPRED (Jones & Cozzetto,
2075). Ces prédicteurs utilisent notamment des propriétés de conservation
évolutionnaire des séquences peptidiques, leur accessibilité au solvant ainsi que la
prédiction de leurs structures secondaires afin de calculer une propension de désordre
intrinseque. Les méta-prédicteurs, comme PrDOS (/shida & Kinoshita, 2007), combinent
la prédiction de plusieurs prédicteurs afin de déterminer la proportion de désordre
intrinseque. PrDOS possede I'une des meilleures performances de prédiction (Meng et
al, 2017).

Comme décrit précédemment, les MoRFs sont des séquences désordonnées
(typiquement de 5 a 25 résidus d'acides aminés) subissant une transition désordre —
ordre lorsqu'elles interagissent avec leurs partenaires protéiques. Chez les eucaryotes,
environ une région désordonnée sur cinq possede une telle séquence (Katuwawala et al,
2079. Une quinzaine de prédicteurs de MoRFs sont actuellement disponibles et different
selon leur méthode de prédiction et leur performance. La plupart se basent dans un
premier temps dans la recherche des séquences désordonnées dans lesquelles le
prédicteur de MoRFs, a proprement parler, va effectuer ses prédictions. La recherche de
MoRFs était initialement basée sur |'estimation de la propension qu’'a une séquence
désordonnée a adopter une structure secondaire (Katuwawala et al, 2079). Désormais, la
grande majorité des prédicteurs reposent sur des algorithmes d'apprentissage
automatique (machine learning) entrainés sur un jeu de données de MoRFs, comme
MOoRFCHiBiWeb (Malhis et al.,, 2016) ou OPAL+ (Sharma et al, 2019).
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b) Techniques d'analyse des protéines et régions désordonnées

L'hétérogénéité conformationnelle des protéines intrinsequement non structurées
ne leur permet pas d'étre étudiées de maniere conventionnelle par des méthodes
structurales a haute résolution comme la cristallographie aux rayons X. La structure de
certains segments désordonnés peut cependant étre obtenue par cette méthode
notamment en les cocristallisant avec leurs partenaires protéiques mais cela ne
représente pas |'ensemble des conformations qu'elles peuvent adopter. Pour cela,
plusieurs approches qui peuvent étre combinées ont été développées (Na et al, 2078,
Schramm et al, 2079). La caractérisation des protéines désordonnées nécessite une
analyse multi-approches pouvant faire intervenir a la fois des techniques de résolution
atomique en solution, comme la résonance magnétique nucléaire (RMN), ou en phase
gazeuse, comme la spectrométrie de masse couplée ou non a la mobilité ionique (ESI-
(IM)-MS) (Figure 31).

Early detection of disorder

SDS-PAGE and
limited proteolysis

Degree of compactness
SEC SEC-MALLS AUC
Apparent MM, Ry < MM, R SV (D, 5, MM, R, F/f,)
Electrophoretic behavior & SE (s/D, MM}
protease sensitivity

structure content
Far-Uv CD IH-15N-NMR

Secondary structure Secondary structure Ordered structure (w/a spectral assignment) ==l
Secondary structure

Tertiary structure content
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Tertiary Trp exposure to solvent, Thermal unfolding
structure hydrophobic pockets profile, heat capacity

Structural models
SAXS ESI-(IM)-MS

Ry, R, distribution, MM,

(sm)FRET SDSL-EPR  Cyanylated Cys  TCQ

Donor-Acceptar Information on Solvent exposure Cys-Trp
spin label mobility  and dynamics of distance, chain
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Figure 31: Procédure et analyse multi-approches des protéines intrinsequement non
structurées. Les techniques sont classées de gauche a droite en fonction de leur complexité et
de haut en bas selon la procédure d'analyse proposée par Schramm et al, (2019). MALLS :
diffusion de la lumiere laser multi-angles, AUC: ultracentrifugation analytique, FTIR:
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier, DSC : calorimétrie différentielle a balayage,
HDX-MS : spectrométrie de masse par échange hydrogéne/deutérium, FRET : transfert d'énergie
par résonance de type Forster, SDSL-EPR : site-directed spin labeling - electron paramagnetic
resonance, TCQ : tryptophan triplet cysteine quenching. D'apres Schramm et al, (2019).
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D'autres techniques sont frequemment utilisées afin de déterminer par exemple la
composition en structures secondaires par dichroisme circulaire (CD), ou les propriétés
hydrodynamiques par diffusion dynamique de la lumiere (DLS) ou par chromatographie
d'exclusion stérique analytique (SEC). La détection de désordre intrinseque peut étre
réalisée en utilisant des techniques courantes et faciles a mettre en ceuvre. Lors de leur
analyse par électrophorese en conditions dénaturantes (SDS-PAGE), les protéines
enrichies en désordre migrent anormalement et possedent une masse moléculaire
apparente 1,2 a 1,8 fois plus élevée que celle déduite de leur séquence en acides aminés.
Les IDPs possedent également une masse moléculaire apparente plus importante lors de
leur analyse par chromatographie d’'exclusion stérique lorsque la calibration de la résine
a été effectuée avec des standards globulaires. Ces trois observations sont une
conséquence des conformations étendues des protéines désordonnées, les IDPs
occupant un volume hydrodynamique plus important qu'une protéine globulaire ayant
le méme nombre de résidus d'acides aminés. Enfin, les IDPs sont également plus
sensibles aux protéases.

Les propriétés hydrodynamiques des IDPs peuvent étre déterminées par la mesure de
leur rayon hydrodynamique par diffusion dynamique de la lumiere ou par
chromatographie d'exclusion stérique. Les techniques de diffusion étant tres sensibles
aux particules de haute masse moléculaire, I'analyse par DLS peut étre couplée a une
colonne de filtration sur gel (SEC-DLS). Le rayon hydrodynamique des IDPs peut
également étre mesuré par ultracentrifugation analytique. Cette technique est
suffisamment sensible pour distinguer les conformations globulaires, les pré-globules
fondus et les conformations random coils (Schramm et al, 2079. Le rayon
hydrodynamique mesuré peut étre comparé a des valeurs théoriques correspondant a
une conformation globulaire, globule fondu, pré-globule fondu ou totalement
désordonnée (Uversky, 2002). Cette comparaison permet d'évaluer I'état de compaction
de la protéine étudiée. La diffusion de la Ilumiere laser multi-angles et
I'ultracentrifugation analytique permettent en plus de déterminer I'état d’oligomeérisation
des protéines par la mesure de leur masse moléculaire.

Les proportions en structures secondaires peuvent étre déterminées par dichroisme
circulaire qui ne nécessite pas une concentration importante de protéine (Greenfield,
2006, Chemes et al, 2012) (Figure 32A). Le calcul des proportions de structures
secondaire et de désordre intrinseque nécessite des jeux de données contenant des
protéines de références afin de déconvoluer les spectres expérimentaux.
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Plusieurs jeux de données ont été décrits mais leur contenu en protéines dépourvues de
structures secondaires est faible voire inexistant, ce qui peut biaiser les résultats de la
déconvolution des spectres de protéines intrinsequement non structurées. Le jeu de
donnée « 7 » (Sreerama et al., 2000) contient 5 protéines chimiquement dénaturées et se
rapproche ainsi des caractéristiques des IDPs. Il est accessible depuis le serveur
Dichroweb (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk, Whitmore & Wallace, 2008). Le dichroisme
circulaire est trés utile afin de cribler des conditions expérimentales influencant les

proportions en structures secondaires, comme la température, le pH, ou l'effet
d'osmolytes. La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) permet
également d'obtenir des proportions en structures secondaires par la déconvolution de
la bande amide | (1700-1600 cm™). Les structures random coil sont identifiables aux
alentours de 1640 cm™ alors que les hélices a et les brins B le sont aux alentours de 1656
et 1627 cm™, respectivement (Figure 32B).

A 8e+d | 1 — o-helix B
2 — antiparallel B
6e+4 3 — disordered WMS G and 3, helix
4 — collagen (triple helix)
i 5 — collagen (denatured) random coil
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Figure 32 : Détermination de la proportion en structures secondaires par dichroisme
circulaire (A) et spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (B). Les spectres de
dichroisme circulaire et de spectroscopie infrarouge sont extraits de Greenfield (2006) et de
Schramm et al,, (2019), respectivement.

La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) est également une technique
fréegquemment employée dans la caractérisation des protéines désordonnées (Receveur-
Bréchot & Durand, 2012, Kikhney & Svergun, 2015, Cordeiro et al, 2017, Schramm et al,
20179). Le calcul de la valeur du rayon de gyration (Rg) permet de déterminer le degré de
compaction des IDPs, notamment en la comparant a des valeurs théoriques calculées
pour des conformations étendues ou plus ou moins repliées selon I'équation de Flory.
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La dimension maximale de la protéine (Dmax), qui dans le cas des IDPs correspond a la
taille de la conformation la plus étendue, peut également étre déterminée ainsi que la
masse moléculaire de la protéine étudiée et donc son état d'oligomérisation. Le SAXS
permet également de déterminer la flexibilité de la protéine. De plus, le calcul du rapport
Rg/Rh informe du degré de compaction globale de la protéine. Ce rapport est égal a
0,778 pour une sphere et augmente de facon inversement proportionnelle avec le degré
de compaction. Il est égal a 2,36 pour une conformation apparentée a un baton rigide
(Brewer & Striegel, 2017).

Les intensités de diffusion étant additives, la courbe de diffusion résultante des
expériences de SAXS représente ainsi une moyenne pondérée de la participation de
chaque conformation adoptée par une IDP. Il est possible de caractériser I'hétérogénéité
conformationnelle des protéines désordonnées par déconvolution des intensités de
diffusion. Pour cela, plusieurs méthodes ont été décrites (Bonomi et al, 2077) comme
EROS (ensemble-refinement of SAXS, Rozycki et al, 2017), ENSEMBLE (Choy & Forman-
Kay, 2007), MES (minimal ensemble search, Pelikan et al, 2009 ou EOM (ensemble
optimization method, Bernado et al, 2007, Tria et al, 2015). Brievement, EOM génere un
grand nombre de conformations (= 10 000) a partir de la séquence en acides aminés de
la protéine étudiée, puis sélectionne par un algorithme génétique un sous-ensemble de
conformations de facon a ce que la somme des intensités de diffusion théorique des
conformations sélectionnées reproduise les intensités de diffusion expérimentales. EOM
procure ainsi la distribution du Rg et du Dmax de I'ensemble sélectionné ce qui refléte
I'espace conformationnel de la protéine désordonnée étudiée.

La spectrométrie de masse en conditions natives (ESI-MS), couplée ou non a la mobilité
ionique (IM-MS), permet également d'évaluer I'hétérogénéité conformationnelle des
protéines désordonnées (Santambrogio et al, 2018 Stuchfield et al, 2018 Mitra et al,
2079. Les protéines sont transférées en phase gazeuse et ionisées par
électronébulisation. Plus les conformations sont étendues, plus elles acquiérent un
nombre important de charges. L'analyse de la distribution des états de charge, c'est-a-
dire du graphique représentant l'intensité de chaque ion en fonction de son rapport
masse sur charge (m/2), permet de distinguer des sous-populations de conformations
qui different par la quantité de charges qu'elles ont acquises (Figure 33). Il est
également possible de quantifier I'abondance relative de chaque sous-population et de
calculer leur surface accessible au solvant (SASA), ce qui permet d'estimer le degré de
compaction de chaque population de conformations.
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Figure 33 : Analyse de I’'hétérogénéité conformationnelle des protéines désordonnées par
spectrométrie de masse. La déconvolution de la distribution des états de charge (a gauche) est
réalisée en modifiant la représentation de /(m/z) = fim/z) en /(z) = f(z) puis en ajustant des
courbes Gaussiennes sous chaque populations observées dans cette nouvelle représentation (a
droite). Figure adaptée de Santambrogio et al,, (2018).

Dans les expériences de mobilité ionique, un tube de dérive, c'est-a-dire un tube
contenant du gaz, typiquement de I'hélium, est inséré entre la source d'ionisation et les
analyseurs du spectrometre. I permet de séparer différentes sous populations de
conformations peuplant I'espace conformationnel d'une protéine désordonnée en
fonction de leur degré de compaction et de leur charge. Plus une conformation est
étendue, plus la probabilité de collision avec un atome d'hélium est importante,
ralentissant ainsi son transfert et augmentant de ce fait son temps de dérive. Les facteurs
de conformation et de charge sont regroupés dans le calcul de la section efficace de
collision (CCS) dont il est possible de calculer des valeurs théoriques pour une
conformation globulaire (une sphere) ou une conformation étendue (en baton). Ces
deux extrémes forment une gamme théorique de valeurs de CCS et la comparaison des
valeurs expérimentales de CCS a cette gamme permet de quantifier |'espace
conformationnel exploré par les protéines désordonnées (Beveridge et al, 2074,
Beveridge et al, 2015, Stuchfield & Barran, 2018).

Parmi I'ensemble des techniques utilisées pour la caractérisation des protéines
désordonnées, la spectroscopie RMN est la seule pouvant rendre compte de leur
hétérogénéité conformationnelle et de leur dynamique avec une résolution atomique
(Brutscher et al, 2015, Gibbs et al, 2017, Schneider et al, 2018). Plusieurs parametres
sont mesurables comme les déplacements chimiques et les couplages dipolaires qui
permettent de détecter la présence de repliements locaux comme des structures
secondaires et de détecter des interactions longue distance (Jensen et al,, 2013).

84



Les mesures de relaxation du spin permettent en plus de caractériser la dynamique des
protéines désordonnées avec une résolution atomique (Salvi et al, 2077). La
spectroscopie RMN est également utilisée afin d'étudier des complexes impliquant des
protéines désordonnées et permet de caractériser la cinétique d'interaction entre les
deux partenaires et d'étudier des complexes de faible affinité avec une haute résolution
(Schneider et al, 2079). La spectroscopie RMN permet enfin d'étudier les protéines
désordonnées dans des conditions mimant I'encombrement stérique retrouvé /n vivo
(Adamski et al, 20179).

Plusieurs techniques sont généralement employées conjointement dans Ia
caractérisation des protéines désordonnées. Le SAXS et les techniques de spectrométrie
de masse sont fréequemment utilisées pour les caractériser (Saikusa et al, 2013, Boon et
al, 2018, Han et al, 2018) ainsi que le SAXS et la spectroscopie RMN (Sibille & Bernado,
2012, Aznauryan et al,, 2016, Schramm et al, 2079) pour lequel certains programmes ont
été développés afin de modéliser des ensembles de conformations en utilisant comme
contraintes des données de SAXS et de RMN tels que les programmes ENSEMBLE (Choy
& Forman-Kay, 2007) ou ASTEROID (Jensen et al, 2008. Des ensembles de
conformations peuvent également étre générés par dynamique moléculaire (/thuralde et
al, 2016, Bonomi et al, 2077). Ces simulations sont généralement combinées aux
méthodes expérimentales afin de caractériser au mieux l'espace conformationnel des
IDPs (Chan-Yao-Chong et al, 2019a, Chan-Yao-Chong et al, 2079b). Par exemple, des
modeles du propeptide de la lysyl oxydase, une protéine désordonnée, ont été générés
par dynamique moléculaire avec UNRES (Czaplewski et al, 2018) en utilisant comme
contraintes des données expérimentales obtenues lors d'expériences de SAXS (Vallet et
al, 2018).
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I11.1 Expression des ectodomaines des syndécans en systeme procaryote
111.1.1 Vecteur d’expression

L'ADN optimisé pour une expression en systeme procaryote et codant pour les
ectodomaines des syndécans-1, -2, -3 (ED-1 — 3), de I'isoforme 2 du syndécan-4 (ED-4)
et de son mutant (ED-4 C150A) a été synthétisé et cloné dans le vecteur d'expression

pET-15b par Genscript (www.genscript.com). Les bornes des ectodomaines ont été
choisies selon les informations disponibles dans la base de données UniProt KB
(www.uniprot.org, 7he Uniprot Consortium, 2018), excepté pour |'ectodomaine du

syndécan-3 pour lequel aucune information concernant la longueur du peptide signal
n‘est disponible. Etant donné que les séquences en acides aminés des syndécans sont
tres conservées entre les différentes especes, la séquence du syndécan-3 humain a été
alignée avec celle du SDC-3 de souris et de rat, dont la taille du peptide signal a été
déterminée (Code d'accés UniProt KB: Q64519 et P33671 pour la souris et le rat,
respectivement) ce qui a permis de définir le résidu d'alanine 47 comme résidu N-
terminal d'ED-3 (Figure 34).

L'’ADN des ectodomaines des syndécans a été cloné dans le vecteur pET-15b en utilisant
les sites de restriction Ndel et Xhol situés en aval de la séquence codant pour une
étiquette 6-Histidines (6xHis) (Figure 35). Une séquence d’ADN codant pour le peptide
FLAG a été insérée a l'extrémité 3’ des ADNs codant pour les ectodomaines des
syndécans afin d'obtenir une protéine recombinante possédant une étiquette 6xHis a
I'extrémité N-terminale et une étiquette FLAG (DYKDDDDK) a I'extrémité C-terminale.
L'ADN synthétisé et cloné par Genscript a été repris en tampon Tris-EDTA (Tris-HCI 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a une concentration de 40 ug/ml puis stocké a -80°C.
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Figure 34 : Alignement des séquences du syndécan-3 entier humain, de souris et de rat.

L'alignement a été réalisé par Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). La

séquence déduite du peptide signal du SDC-3 humain est soulignée. Un astérisque (*) définit un

résidu d'acide aminé conservé, les deux points (;) et le point (.) indiquent que les résidus ont des

propriétés physico-chimiques plus ou moins similaires, respectivement. L'absence de symboles

indique que les résidus ont des propriétés totalement différentes et le tiret (-) indique des

séquences non alignables (gap).
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" 'jj’,‘,d(jf“(’ssl) Figure 35 : Carte du vecteur d’expression pET-15b

vide montrant ses principales caractéristiques dont
les deux sites de restriction utilisés pour le clonage
(Ndel et Xhol). Carte réalisée avec SnapGene Viewer
(www.snapgene.com).

pET-15b
5708 bp

111.1.2 Transformation des bactéries

20 pl d'un stock en glycérol de souche d'expression £scherichia coli BL21 (DE3) ont été
resuspendus dans environ 5 ml de milieu de culture LB-Lennox (Sigma, L3022) et la
culture a été incubée pendant la nuit a 37°C sous agitation (environ 150 rpm). La culture
a ensuite été centrifugée a 4°C pendant 10 min a 6000 x g et le surnageant a été éliminé.
Le culot de bactéries a été repris par 10 ml de CaCl, 50 mM en eau stérile puis laissé 1 h
dans la glace afin de les rendre compétentes. La suspension a ensuite été centrifugée a
4°C pendant 10 min a 6000 x g et le surnageant a été éliminé. Le culot de bactéries
compétentes a été repris par 1 ml de CaCl, 50 mM et stocké a 4°C pour une utilisation
extemporanée.

80 ng d'ADN plasmidique ont été ajoutés a 50 pl de suspension de bactéries
compétentes et le mélange a été laissé entre 30 et 40 min dans la glace. La suspension a
été soumise a un choc thermique a 42°C au bain-marie pendant 1 min. 250 pl de LB-
Lennox ont été ajoutés et la suspension a été incubée pendant 1 h a 37°C sous agitation
(environ 250 rpm). Apres incubation, 50 pl de suspension ont été prélevés et étalés sur
des boites de Pétri préalablement préparées par 25 ml de LB-Lennox contenant de I'agar
(L2897, Sigma) auxquelles a été ajoutée de I'ampicilline a une concentration finale de
100 pg/ml), et les boites de culture ont été placées a I'étuve (37°C) pendant la nuit.
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111.1.3 Mise en culture des bactéries transformées

Une colonie isolée s'étant développée sur une boite ampicilline a été prélevée et
resuspendue dans environ 50 ml de LB-Lennox, puis la préculture a été incubée pendant
la nuit a 37°C sous agitation (environ 150 rpm). Le lendemain, la densité cellulaire a été
évaluée par spectrophotométrie a 600 nm (Aeoo), généralement comprise entre 2 et 2,5.
La préculture a ensuite été diluée dans 1 L de LB-Lennox contenant 100 pg/ml
d'ampicilline afin d'obtenir une Agy d'environ 0,1 puis incubée a 37°C sous agitation
(environ 180 rpm) jusqu’a ce que |'absorbance a 600 nm atteigne environ 0,8. Puis
I'expression des protéines recombinantes a été induite par I'addition d'isopropyl-g-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) T mM pendant 4 h. Apres induction, la culture bactérienne
a été centrifugée a 4°C pendant 10 min a 6000 x g, le surnageant a été éliminé et le culot
de bactéries a été stocké a -20°C. La totalité des expériences a été effectuée en milieu
stérile. Les caractéristiques des protéines recombinantes exprimées en systeme
procaryote sont détaillées dans le Tableau II.

. . 1°" et dernier résidu Nombre de résidus d’acides
Protéine Code d’acces . . . _ e
. . d’acides aminés aminés dans la protéine
recombinante UniProt KB . .
(UniProt KB) recombinante

ED-1 P18827 23 - 254 260
ED-2 P34741 19 - 144 154
ED-3 075056 47 - 387 373
ED-4 P31431-2 19 - 153 163
ED-4 C150A - 19 - 153 163

Tableau Il : Caractéristiques des ectodomaines des syndécans humains exprimés sous

forme recombinante en systéme procaryote.

111.2 Expression des ectodomaines des syndécans en systéme eucaryote

111.2.1 Vecteur d’expression

Afin d’exprimer des protéines recombinantes dont les séquences sont identiques a celles
des protéines exprimées en systeme procaryote, les séquences d’ADN codant pour une
étiquette 6xHis et un site de clivage a la thrombine ont été incorporées a I'extrémité 5’
de I'ADN codant pour les ectodomaines des syndécans. De ce fait, les protéines
recombinantes possederont également une étiquette 6xHis a I'extrémité N-terminale et
une étiquette FLAG a I'extrémité C-terminale.
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Le clonage a été effectué par Genscript dans le vecteur d'expression eucaryote pCEP-
Pu/BM40 en utilisant les sites de restriction Nhel et Xho!/ (Figure 36). L'utilité majeure de
ce vecteur repose sur I'expression d'une protéine contenant la protéine d'intérét couplée
au peptide signal de la protéine BM40 (ou ostéonectine, une protéine extracellulaire). Le
peptide BM40 permet la sécrétion de la protéine exprimée et sera ensuite clivé, laissant
cependant une cicatrice menant a la synthése de 4 résidus (APLA) a l'extrémité N-
terminale de la protéine, qui précedera donc I'étiquette 6xHis. L'ADN a été repris en
tampon Tris-EDTA (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a une concentration de 40
ug/ml puis stocké a -80°C.

Nhel (105)
XhoI (568)

Figure 36 : Carte du vecteur d’expression pCEP-
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Pu/BM40 montrant ses principales caractéristiques dont

S
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N y

les deux sites de restriction utilisés pour le clonage (Nhe/
et Xhol).

PCEP-Pu/BM40
10 025 bp

111.2.2 Transfection des cellules eucaryotes

Des cellules embryonnaires de rein humain (HEK 293 EBNA) stockées dans I'azote liquide
en milieu de culture eucaryote (DMEM, D5769, Sigma) contenant du sérum de veau
foetal (SVF, A3160402, ThermoFisher) et du DMSO en rapport 5:4:1 (v/v;, environ 1,5 ml
au total) et en quantité suffisante pour recouvrir 75 cm? de surface a confluence
cellulaire ont été centrifugées a température ambiante pendant 5 min a 500 x g en
présence d'environ 10 ml de DMEM contenant 10 % de SVF et 50 ug/ml de gentamycine
(G1272, Sigma). Le surnageant a été éliminé et le culot de cellules a été repris par 15 ml
du méme milieu. La suspension a ensuite été transvasée dans un flacon de culture
cellulaire possédant une surface de 75 cm? (T75) et les cellules ont été incubées a 37°C, 5
% CO, jusqu'a ce qu'elles soient a confluence (environ 2 jours). Le milieu a ensuite été
éliminé et les cellules ont été remises en suspension a l'aide d'un rateau en présence
d'environ 5 ml de PBS (D8537, Sigma).
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La suspension a ensuite centrifugée a température ambiante pendant 5 min a 500 x g
puis le PBS a été éliminé et les cellules ont été remises en suspension dans du DMEM
contenant 10 % de SVF et 50 ug/ml de gentamycine a une concentration cellulaire
équivalent a environ 70 % de confluence. 1 ml de suspension a été distribué dans
plusieurs puits d'une plaque 12 puits (équivalent a environ 3,8 cm? par puits) et la plaque
a été incubée pendant la nuit a 37°C, 5 % CO, afin d'atteindre environ 80 % de
confluence.

Ces cellules ont été transfectées par la lipofectamine 2000 (11668030, Invitrogen) 8 %
(v diluée dans du DMEM contenant 50 pg/ml de gentamycine et 800 ng d’ADN
plasmidique. Le mélange a été incubé pendant 20 min a température ambiante (volume
total de 200 pl). Le milieu de culture dans la plaque 12 puits a été renouvelé par du
DMEM contenant 10 % de SVF et 50 ug/ml de gentamycine et la solution de transfection
a été ajoutée. Les cellules ont ensuite été incubées a 37°C, 5 % CO; jusqu'a atteindre la
confluence cellulaire (généralement en 24 h). A ce stade, la puromycine (P9620, Sigma) a
été ajoutée a une concentration de 0,25 pg/ml aprés avoir renouvelé le milieu et les
cellules ont de nouveau été incubées a 37°C, 5 % CO.. La concentration en puromycine a
ensuite été augmentée a 0,5 pg/ml et a été conservée a cette concentration tout le long
de la croissance cellulaire et du passage des cellules. Arrivée a I'état de confluence,
typiquement au bout de 2 jours d'incubation, les cellules ont été transvasées dans des
flacons de culture ayant sur une surface 3 fois supérieure a la précédente, donc
chronologiquement en T25 (surface de 25 cm?), T75 (75 cm?) puis T225 (225 cm?) jusqu’a
obtenir 9 flacons de culture de 225 cm? (environ 50 ml de milieu de culture par T225).

111.2.3 Culture des cellules eucaryotes et récoltes des milieux

Le SVF a été supprimé du milieu ainsi que la puromycine dans les 9 flacons de T225 soit
une surface totale de 2025 cm? afin de faciliter les purifications des protéoglycanes. Le
milieu de culture ne contenait alors que du DMEM et 50 pg/ml de gentamycine. La
récolte de ces milieux s'est effectuée tous les 2 jours. Le milieu récolté a été centrifugé a
4°C pendant 30 min a 14 000 x g, puis le surnageant a été stocké a -80°C. Entre 6 et 8
récoltes ont généralement été effectuées soit un volume total d'environ 3 L de milieu par
production. Toutes les expériences de culture cellulaires ont été effectuées en milieu
stérile (poste de sécurité microbiologique).
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I11.3 Purification des ectodomaines des syndécans

111.3.1 Purification des ectodomaines exprimés en systéme procaryote
a) Purification par chromatographies d‘affinité

Le culot de culture de bactéries a été décongelé et resuspendu par 10 ml de tampon
HBS (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,4) contenant du MgCl, 2,5 mM, du CaCl, 2,5
mM, de la désoxyribonucléase | (DNAse I) 100 ug/ml (D5025, Sigma), du CHAPS 1 mM
(Roche) et une tablette de cocktail d'inhibiteurs de protéases sans EDTA (Complete
EDTA-free, Roche). La suspension a été lysée mécaniquement (bead beater, BioSpec) 8
fois pendant 30 s en présence de billes de verre de 100 um de diametre (G4649, Sigma).
Le lysat a été récupéré et les billes de verre ont été lavées par environ 5 ml d'une
solution de tampon HBS contenant du CHAPS 1 mM. La totalité du lysat (lysat initial et
lavages) a ensuite été centrifugé a 4°C pendant 10 min a 10 000 x g, le surnageant a été
récupéré et de nouveau centrifugé dans les mémes conditions afin d'éliminer tous types
de débris membranaires ou de grosses particules. Le lysat clarifié (environ 15 ml) a été
chargé sur 1,5 ml de résine Ni-NTA (Qiagen) préalablement équilibrée par au moins 50
ml de tampon HBS a un débit de 20 mli/h. Le lysat clarifié a été passé deux fois sur la
résine Ni-NTA et la fraction non retenue a été conservée pour de futures analyses. La
résine Ni-NTA a été lavée par environ 40 ml de tampon HBS contenant de I'imidazole 10
mM puis 20 mM. Les protéines ont été éluées par environ 5 ml de tampon HBS
contenant successivement de l'imidazole a une concentration finale de 100, 300 et 500
mM. La résine a ensuite été régénérée en passant environ 10 ml de tampon HBS
contenant de l'imidazole 2 M puis rééquilibrée par au moins 50 ml de tampon HBS.

Apres analyse, les fractions contenant les ectodomaines des syndécans pré-purifiés sur
résine Ni-NTA ont été décongelées et aliquotées par fraction de 1 ml. Chaque fraction a
été diluée 10 fois en tampon HBS contenant 1/20°™ d'une tablette de cocktail
d'inhibiteurs sans EDTA en vue d'une purification par chromatographie d'affinité anti-
FLAG. Ce fractionnement est nécessaire du fait de la plus faible capacité de la résine anti-
FLAG a capturer les protéines recombinantes possédant une étiquette FLAG
(typiquement 0,6 a 1 mg de protéine capturée par ml de résine anti-FLAG contre environ
20 a 50 mg/ml de résine Ni-NTA). 6 ml de suspension de résine anti-FLAG (A2220,
Sigma) en glycérol (en rapport 1/1, soit environ 3 ml de résine final) ont été équilibreés
par au moins 60 ml de tampon HBS puis l'aliquot dilué de protéines pré-purifiées sur
résine Ni-NTA a été passé environ 2 fois sur la résine anti-FLAG.
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La résine a ensuite été lavée par 20 ml de tampon HBS puis les protéines ont été éluées
par 10 ml de peptide FLAG (synthétisé par Proteogenix, pureté > 95%) 200 pg/ml en
tampon HBS. La résine a ensuite été régénérée par environ 7 ml d'une solution de
glycine 100 mM, pH 3,5 puis rééquilibrée par au moins 60 ml de tampon HBS. Toutes les
étapes de purification par chromatographie d'affinité sur résines Ni-NTA et anti-FLAG
ont été effectuées a 4°C et a un débit de 20 ml/h. Les tampons utilisés pour chaque
purification ont préalablement été filtrés sur membrane d'ester de cellulose (pores de
0,22 um, Millipore) et stockés a 4°C.

b) Purification par chromatographie d’exclusion stérique

Une ou plusieurs fractions (selon la quantité de protéine présente) purifiées sur résine
anti-FLAG ont été regroupées puis concentrées par centrifugation. Un dispositif de
concentration d'une capacité de 15 ml et d'une masse moléculaire limite de 10 kDa
(Amicon Ultra-15 10K, Millipore) a préalablement été lavé par pipetage par environ 5 ml
d'eau distillée afin d'éliminer le glycérol de stockage, puis lavé par centrifugation avec 10
ml d’eau distillée et enfin équilibré par 10 ml de tampon HBS par centrifugation a 4°C a
2500 x g pendant 10 min. Les fractions d'élution ont été concentrées dans les mémes
conditions afin d'obtenir un volume final d'environ 2 ml. Le rétentat a ensuite été de
nouveau concentré a 4°C par centrifugation et en cycle de 2 min a 8500 x g, en utilisant
un dispositif plus petit (0,5 ml, Amicon Ultra-0.5 10K, Millipore), préalablement lavé et
équilibré dans les mémes conditions, jusqu’a obtenir un volume de rétentat de 0,5 ou de
1 ml selon la concentration en protéine.

La purification par chromatographie d’exclusion stérique a été effectuée sur une résine
semi-préparative de 24 ml (Superdex S200 Increase 10/300 GL, GE Healthcare) installée
sur un systéme de purification Akta (FPLC, Akta purification system, GE Healthcare). La
résine a été équilibrée par 2 volumes de colonne d'eau distillée et 1 volume de colonne
de tampon HBS a I'envers afin d'éliminer de potentiels contaminants conservés apres de
précédents lavages, puis équilibrée a I'endroit par au moins 5 volumes de colonne de
tampon HBS a un débit de 0,5 ml/min et a 10°C. 500 pl de la solution de protéine
concentrée ont été injectés par une boucle de 500 pl en tampon HBS a un débit de 0,5
ml/min et a une température de 10°C. L'élution des protéines a été suivie par
spectrophotométrie a 280, 230 et 215 nm et les fractions d'élutions ont été récupérées
par fraction de 50 ou 100 pl. La résine a ensuite été lavée selon les instructions du
fournisseur et stockée entre 4 et 10°C. Les tampons utilisés pour chaque purification ont
préalablement été filtrés sur membrane d'ester de cellulose (pores de 0,22 um, Millipore)
et stockés a 4°C.
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¢) Concentration des ectodomaines exprimés en systeme procaryote

Les fractions d'élution en sortie de chromatographie d'exclusion stérique contenant les
ectodomaines des syndécans purifiés ont été concentrées a 4°C par centrifugation et en
cycle de 2 min a 8500 x g (sur Amicon Ultra-0.5 10K, Millipore), préalablement lavé et
équilibré dans les mémes conditions que décrites précédemment, jusqu’a obtenir un
volume d'environ 500 ul ou une concentration souhaitée. Le rétentat a ensuite été
centrifugé a 18 000 x g pendant 20 min a 4°C et le surnageant a délicatement été pipeté,
transféré dans un nouveau tube a faible adsorption de protéines (Axygen) puis stocké a -
20°C pour de futures expériences.

111.3.2 Purification des ectodomaines exprimés en systéme eucaryote

a) Purification par chromatographie échangeuse d'anions

10 ml de résine échangeuse d'anions (diéthylaminoéthyle, DEAE) ont été prélevés et
lavées a 4°C a un débit de 20 ml/h par 30 ml d'une solution de NaOH 100 mM. La résine
a ensuite été équilibrée par au moins 100 ml de tampon acétate de sodium 100 mM pH
4,5 contenant du NaCl 150 mM et de l'urée 5 M (tampon d'équilibration). Apres
décongeélation du milieu de culture, de I'urée a été ajouté a une concentration finale de 5
M et de l'acétate de sodium a une concentration finale de 100 mM, puis le pH a été
ajusté a pH 4,5 par de l'acide acétique. Le milieu contenant les ectodomaines des
syndécans exprimés en systeme eucaryote a été passé une seule fois sur la résine DEAE a
20 ml/h et a 4°C. La résine a ensuite été lavée par au moins 50 ml de tampon
d’'équilibration puis le tampon a été échangé par 30 ml de tampon HBS (pH 7,4). Les
protéoglycanes ont été élués par paliers de 20 ml par du tampon d'élution contenant du
NaCl 0,5, 1, 1,5 et 2 M en HBS. Les fractions d'élution ont été congelées a -20°C pour de
futures analyses et la résine a été rééquilibrée par au moins 100 ml de tampon
d'équilibration.

b) Purification par chromatographie d‘affinité sur résine anti-FLAG

Apres analyse, les fractions d'élutions récoltées apres chromatographie échangeuse
d'anions contenant les ectodomaines des syndécans exprimés en systéeme eucaryote ont
été décongelées et purifiees par chromatographie d'affinité sur résine anti-FLAG. Le
méme protocole que pour la purification des ectodomaines des syndécans exprimé en
systeme procaryote a été suivi a I'exception de I'utilisation d’'une concentration en NaCl
de 300 mM dans le tampon HBS dans toutes les étapes de purification. L'étape d'élution
a également été réalisée par du peptide FLAG 200 pug/ml en HBS (NaCl 0,3 M).
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¢) Concentration des ectodomaines exprimés en systeme eucaryote

Les fractions éluées lors de la purification par chromatographie d'affinité sur résine anti-
FLAG ont été regroupées puis concentrées par centrifugation. Un dispositif de
concentration d'une capacité de 15 ml et d'une masse moléculaire limite de 30 kDa
(Amicon Ultra-15 30K, Millipore) a préalablement été lavé dans les mémes conditions
que décrits précédemment puis équilibré a 4°C par 10 ml de tampon HBS par
centrifugation a 2500 x g pendant 10 min. Les fractions d'élution ont été concentrées
afin d'obtenir un volume de rétentat d'environ 2 ml dans les mémes conditions de
centrifugation. Si nécessaire, le rétentat a été de nouveau concentré par centrifugation
en cycle de 2 min a 8500 x g en utilisant un dispositif plus petit (0,5 ml, Amicon Ultra-0.5
30K, Millipore), préalablement lavé et équilibré dans les mémes conditions. Le rétentat a
ensuite été centrifugé a 18 000 x g pendant 20 min a 4°C et le surnageant a été
délicatement pipeté, transféré dans un nouveau tube a faible adsorption et stocké a -
20°C pour de futures expériences.

I11.4 Analyse des syndécans purifiés par électrophorese et par Western blot

111.4.1 Electrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes

Les protéines ont été analysées par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE) suivant le protocole de Laemm/i (1970) selon lequel
elles sont séparées sur un gel discontinu composé d'un gel de concentration a 4 % de
polyacrylamide (pH 6,8) et d'un gel de séparation dont la concentration en
polyacrylamide variait 5 a 15 % (pH 8,8) dans nos expériences. L'ajout de dodécylsulfate
de sodium (SDS) permet de dénaturer les protéines et de les charger négativement de
facon homogene (1,4 g de SDS / g de protéine) ce qui permet de les séparer en fonction
de leur masse moléculaire apparente. Les protéines exprimées en systeme procaryote et
purifiées ont été analysées par SDS-PAGE avec une concentration en polyacrylamide de
8 a 15 % dans le tampon de migration Tris-HCl 62,5 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1 %
(m/V), pH 8,3). Les échantillons ont été dilués 2 fois en tampon non réducteur (Tris-HCl
125 mM pH 6,8, glycérol 20 % (v/4V), SDS 4 % (m/V), bleu de bromophénol 0,1 % (m/A))
ou réducteur lorsque spécifié, puis placés au bain sec pendant 4 min a 95°C avant d'étre
déposés sur gel.

La migration a été effectuée a puissance constante (entre 3 et 5 W par gel). Les protéines
ont été colorées toute la nuit par une solution de bleu de Coomassie (InstantBlue, ISB1L,
Sigma) sous agitation (environ 300 rpm), puis le gel a été lavé plusieurs fois en eau
distillée jusqu’a obtenir un fond incolore.
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Les protéines exprimées en systeme eucaryote ont été analysées de facon similaire mais
elles ont préalablement été précipitées avant leur dépdt. Pour cela, 100 ou 200 pl de
solution ont été précipités par 4 volumes d'acétone froid (-20°C) puis placés a -20°C
pendant une heure. La solution a ensuite été centrifugée a 14 000 x g, pendant 10 min a
température ambiante. Le surnageant a été éliminé et les tubes ont été placés sous hotte
pendant 5 min afin de faciliter I'évaporation de I'acétone résiduel. Le culot a ensuite été
resuspendu en tampon non réducteur (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, glycérol 10 % (1), SDS
2 % (m/Vv), bleu de bromophénol 0,05 % (m/1)) puis la solution a été placée au bain sec
pendant 4 min a 95°C avant d'étre déposée sur gel. Le détail de chaque analyse par SDS-
PAGE est indiqué dans les figures. Lorsqu'une coloration au nitrate d'argent a été
réalisée, le gel de polyacrylamide a été incubé toute la nuit dans une solution de fixation
contenant de I'éthanol 50 % (/1) et de l'acide acétique 10 % (v/V) diluée dans de |'eau
distillée. Les étapes suivantes ont été réalisées dans le respect du protocole du
fournisseur (ProteoSilver, PROTSIL1, Sigma-Aldrich).

111.4.2 Western blot

Apres la séparation par électrophorese, les protéines exprimées en systeme procaryote
ont été transférées sur une membrane de polyfluorure de vinylidene (PVDF ayant des
pores de diametre 0,45 um, Millipore) ou sur une membrane de Nylon (ayant des pores
de diametre 0,45 pm, Invitrogen) pour celles exprimées en systeme eucaryote. La
membrane de PVDF a préalablement été incubée pendant quelques minutes dans de
I'éthanol pur puis dans le tampon de transfert (Tris 25 mM, glycine 192 mM, éthanol 20
% (v/v), pH 8,3). La membrane de Nylon a directement été incubée dans le tampon de
transfert. Le transfert a été effectué pendant 1 h (Nylon) ou 1h30 (PVDF) a intensité
constante (250 mA) dans le tampon de transfert. La membrane a ensuite été incubée
dans 25 ml de solution de saturation (lait écrémé 5 % (m/V) / Tween-20 0,05 % (v/V) dans
du tampon phosphate salin) pendant 1Th30 a 37°C sur roue (10 rpm). La membrane a été
lavée trois fois par 5 ml de PBS/Tween-20 0,1 % (v/1) puis incubée pendant la nuit dans 5
ml d'une solution de PBS/Tween-20 0,1 % (/1) contenant 76 ng/ml d'anticorps primaire
monoclonal anti-FLAG (F3165, Sigma-Aldrich) a 4°C et sur roue (10 rpm).

La membrane a été lavée 3 fois par 5 ml de PBS/Tween-20 0,1 % (v/V) puis incubée 1 h a
température ambiante sur roue (10 rpm) dans 5 ml de PBS/Tween-20 0,1 % (vV)
contenant 40 ng/ml d'anticorps secondaire couplé a la peroxydase du raifort (172-1011,
Bio-Rad). La membrane a été lavée 3 fois en PBS/Tween-20 0,1 % (/1) puis 3 fois en PBS
seul a température ambiante.
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La révélation des protéines immunoréactives a été effectuée par I'incubation de la
membrane avec 2,5 ml de deux solutions contenant le peroxyde d'hydrogene d'une part
et le luminol (+ amplificateur) d'autre part (SuperSignal West Pico Plus, Thermo
Scientific) pendant 5 min sur roue (10 rpm) et a température ambiante. L'excés de
solution a été éliminé et le signal a été enregistré pendant 5 a 60 s par un ChemiDoc
XRS+ (Bio-Rad).

I11.5. Calcul des concentrations des protéines purifiées par spectrophotométrie

Le serveur ProtParam (https://web.expasy.org/protparam) a été utilisé afin d'obtenir les

masses moléculaires et le coefficient d'extinction molaire a 280 nm théorique des
protéines exprimées en systemes procaryote (ED-x) et eucaryote (ED-x PG) en utilisant
leurs séquences en acides aminés (Tableau IlI).

Protéines Masse moléculaire Coefficients d’extinction molaire
recombinantes théorique (Da) théorique a 280 nm (M".cm™)

Protéines exprimées en systéme procaryote (sans glycosaminoglycanes)

ED-1 27 160,92 6990
ED-2 17 214,51 7450
ED-3 38 830,73 9970
ED-4 17 959,42 2980
ED-4 C150A 17 790,22 2980

Protéoglycanes exprimés en systéme eucaryote (avec glycosaminoglycanes)

ED-1 PG 27 513,36 6 990
ED-2 PG 17 566,94 7 450
ED-3 PG 41 313,55 9970
ED-4 PG 18 311,85 2980
Tableau Ill : Masse moléculaire théorique (Da) et coefficient d’extinction molaire théorique

a 280 nm (M'.cm™) calculés par ProtParam des ectodomaines des syndécans exprimés en
systémes procaryote et eucaryote. Concernant les protéoglycanes (exprimés en cellules
eucaryotes), la masse moléculaire représente celle de la protéine seule.
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111.6 Bioinformatique structurale
111.6.1 Prédiction du désordre intrinseque

La propension de désordre intrinseque a été prédite avec le prédicteur metaPrDOS
(Ishida & Kinoshita, 2008) en utilisant les séquences en acides aminés des protéines
recombinantes. Les parametres de prédiction ont été laissés par défaut (taux de faux-
positifs 5 %, limite ordre/désordre 0,5).

111.6.2 Prédiction de la composition en structures secondaires

La composition en structures secondaire a été prédite en utilisant les séquences en
acides aminés des protéines recombinantes avec le prédicteur PSIPRED 4.0 (Buchan &
Jones, 2079). Les parametres de prédiction ont été laissés par défaut.

111.6.3 Prédiction des Molecular Recognition Features (MIoRFs)

La taille et la localisation des MoRFs sur les ectodomaines des syndécans ont été
prédites en utilisant les séquences en acides aminés des protéines recombinantes avec le
prédicteur MoRFchibi System (Malhis et al, 2016).

111.6.4 Modélisation I'extrémité C-terminale d’'ED-4 et du dimere d’'ED-4

La structure tridimensionnelle de I'extrémité C-terminale de l'isoforme-2 du syndécan-4
(40 derniers résidus, ''°KRISPVEESEDVSNKVSMSSTVQGSNIFERTEVLAGCPEH') a été
prédite par dynamique moléculaire (MREMD, multiplexed replica exchange molecular
dynamics) en utilisant le serveur UNRES (Czaplewski et al, 2018). Seule la séquence en
acides aminés a été utilisée comme données initiales et I'ensemble des parametres a été
laissé par défaut. Cinq clusters sont générés et une structure représentative pour chaque
cluster est donnée. Ces 5 structures représentatives sont classées selon leur probabilité,
comprise entre 0 et 1 ou 1 représente la structure la plus probable. Le docking par
dynamique moléculaire de la structure représentative la plus probable a été réalisé avec
UNRES-Dock sans contrainte et en utilisant comme ligand et comme récepteur la méme
structure. Tous les parametres ont été laissés par défaut. La modélisation de la totalité de
la séquence d'ED-4 a été réalisée localement avec BUNCH (Petoukhov &. Svergun, 2005).
Dans un premier temps, les intensités de diffusion théoriques de la structure
représentative des 40 résidus C-terminaux d'ED-4 sous forme monomérique et ne
comprenant pas l'étiquette FLAG ont été calculées par CRYSOL (Svergun et al, 7995)
avec un nombre d'harmoniques de 15, puis elles ont été utilisées dans le programme
pre_bunch afin de générer une structure initiale d'ED-4 sous forme monomérique.
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Le calcul de BUNCH a été configuré en imposant une symétrie P2 (dimere). Le facteur de
pénalité des boucles a été supprimé (valeur de O au lieu de 1) étant donné que les
sequences sont prédites comme désordonnées. Les résidus de glycine 149, de cystéine
150 et de proline 151 ont été contraints de se situer a moins de 6 A de leur homologue
présent dans la seconde chaine dans la structure finale. Les données expérimentales de
SEC-SAXS collectées précédemment pour le dimere d'ED-4 ont été utilisées avec une
valeur de smax < 0,4 A7, Les autres paramétres ont été laissés par défaut. Le squelette
peptidique et les chaines latérales ont été ajoutés par SABBAC (Maupetit et al, 2006) et
I'énergie du modele tout atome a été minimisé avec le champs de force FF2 de UNRES
(Czaplewski et al., 2018). La section efficace de collision de ce modele a été calculée avec
IMPACT selon les méthodes de trajectoire et de projection (Marklund et al,, 2015).

I11.7 Caractérisation biophysique des ectodomaines des syndécans

111.7.1 Dichroisme circulaire

Les expériences de dichroisme circulaire ont été réalisées sur un spectropolarimetre
Chirascan (Applied Photophysics, SFR Biosciences UMS3444/US8, Protein Science Facility,
Lyon, France). Les spectres d'ED-1 (150 pg/ml), ED-2 (100 pg/ml), ED-3 (100 pg/ml) et
ED-4 (150 pg/ml) en tampon phosphate de potassium (KH,PO4/K;HPO4 10 mM, pH 7,5
filtré sur membrane d'acétate de cellulose 0,2 um) ont été enregistrés a 20°C dans une
cuve en quartz de trajet optique 0,1 cm sur la gamme 260 — 190 nm avec un pas de 0,5
nm, un temps de réponse de 1 s et une bande passante de 0,5 nm. 5 spectres ont été
enregistrés par échantillon puis moyennés et le signal du tampon seul a été soustrait. Le
signal a été enregistré en millidegrés (mdeg) et converti en ellipticité molaire moyenne
par résidu (deg.cm®dmol.résidus™).

Les expériences de dichroisme circulaire ont également été réalisées en présence de
concentrations croissantes de 2,2,2-trifluoroéthanol (TFE) de 10 a 60 % (v4) afin de
favoriser la formation d'hélices a. Ces expériences ont également été effectuées en
présence de chlorure de guanidinium (CIGu) 3 et 5 M afin d'une part de déstabiliser les
structures secondaires existantes et d'autre part de favoriser la formation d’'hélices de
type polyproline Il. Les spectres en présence de CIGu ont été enregistrés sur la gamme
260 — 190 nm mais les données enregistrées sur la gamme 215 — 190 nm n’ont pas été
utilisées du fait de la forte absorption de la lumiére polarisée circulairement des ions
chlorures.
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Une série d'expériences de dichroisme circulaire a été réalisée sur les ectodomaines des
syndécans (100 pg/ml) en présence des chaperonnes chimiques (oxyde de
triméthylamine 0,5 M — TMAO et d'acide 4-phénylbutyrique — 4-PBA 10 mM) dans les
mémes conditions expérimentales que pour les expériences précédentes.

Les expériences portant sur I'effet du pH sur la structure secondaire de |'anastelline et de
I'ectodomaine du syndécan-1 ont été réalisées comme suit : les spectres d'ED-1 (6,7 uM)
et de I'anastelline (20 uM) en tampon phosphate de potassium 10 mM pH 7,5 ou pH 6,2
ou en tampon acétate de sodium 1 mM pH 5,0 ont été enregistrés a 20°C dans une cuve
en quartz de trajet optique 0,1 cm sur la gamme 260 — 190 nm avec un pas de 0,5 nm,
un temps de réponse de 1,5 s et une bande passante de 2 nm. 5 spectres ont été
enregistrés par échantillon puis moyennés et le signal du tampon seul a été soustrait. Le
signal a été enregistré en millidegrés (mdeg) et converti en ellipticité molaire moyenne
par résidu (deg.cmz.dmol'1.residue'1).

Les spectres ont été déconvolués en utilisant le serveur Dichroweb
(http://dichroweb.cryst.obk.ac.uk, Whitmore & Wallace, 2008) avec |'algorithme CDSSTR
(Sreerama and Woody, 2000) et le jeu de données « 7 » (Sreerama et al, 2000). Seul ce

jeu de données possede 5 protéines dénaturées chimiquement et se rapproche ainsi de
la proportion en structures secondaires des protéines intrinsequement non structurées.

111.7.2 Détermination du rayon hydrodynamique des ectodomaines des
syndécans

a) Calculs théoriques du rayon hydrodynamique

Les rayons hydrodynamiques (Rh) théoriques des ectodomaines des syndécans ont été
calculés selon les équations décrites dans la littérature (Uversky, 2002). Ces équations
empiriques ont été établies a partir d'un jeu de données expérimentales sur les différents
états de compaction de protéines globulaires a I'état natif (N) ou a I'état de globule
fondu (molten globule, MG) et de protéine intrinsequement non structurées
extrémement dépliées (cos/, C) ou plus compactes (premolten globule, PMG), et sont
indiqués ci-dessous, par ordre de degré de compaction :

log R,(N) = (0,493 +0,008) x log(M) — (0,551 + 0,032)
log R,(MG) = (0,334 + 0,021) x log(M) — (0,053 + 0,094)
log R,(PMG) = (0,403 + 0,012) X log(M) — (0,239 + 0,055)
log R,(C) = (0,493 +0,008) x log(M) — (0,551 + 0,032)

ou la masse moléculaire (M) est exprimée en Da et le Rh en A.

101



b) Détermination du rayon hydrodynamique par chromatographie d’exclusion
stérigue

La colonne de filtration sur gel de 24 ml (Superdex S200 Increase 10/300 GL) a tout
d'abord été calibrée en tampon HBS en utilisant un mélange de protéines de masse
moléculaire et de rayon hydrodynamique (ou rayon de Stokes, Rs) connus, excepté pour
la conalbumine. 100 pl d'un mélange de protéines (kits de calibration GE28-4038-41 et
GE28-4038-42, GE Healthcare) diluées a 1,5 mg/ml en HBS ont été injectés par une
boucle d'injection de 100 pl a un débit de 0,5 ml/min a 10°C (Tableau IV). Le volume
mort (Vo) et le volume total (Vt) de la colonne ont été déterminés par l'injection de 100
ul de bleu de dextran (environ 2x10° Da) a 3 mg/ml en tampon HBS et de 100 pl
d’'acétone (environ 58 Da) 1,5 % (v/V) en tampon HBS, respectivement. Le volume interne
(Vi) a été calculé de la fagon suivante : Vi = Vt — V,, ou Vi représente le volume dans les
billes. Les coefficients de distribution (Kd) et de partition (Kav) ont été calculés selon les
équations suivantes :

Ve—VO Kav — Ve—Vo
Vi Vr—V,

Kd =
ou Ve correspond au volume d'élution de la protéine étudiée et Vrle volume de la phase
mobile additionnée au volume de la matrice (soit le volume total de la colonne). La
courbe de calibration de la colonne a été obtenue en tracant le coefficient de
distribution (Kd) en fonction du logarithme (base 10) du rayon hydrodynamique.

Protéines Masse moléculaire Rayon
injectées (kDa) hydrodynamique (A)
Ribonucléase A (RNAse A) 13,7 16,4
Anhydrase carbonique 29,0 21,0
Ovalbumine 44,0 30,5
Conalbumine 75,0 -
Apoferritine 443,0 61,0
Thyroglobuline 669,0 85,0

Tableau IV : Protéines utilisées pour la calibration de la colonne de filtration sur gel
(Superdex S200 Increase 10/300 GL) ainsi que leurs rayons hydrodynamiques respectifs. Le
domaine de fractionnement de la colonne utilisée s'étend de 10 a 600 kDa pour une protéine
globulaire et de 1 a 100 kDa pour du dextran ainsi qu’une limite d'exclusion de 1300 kDa (pour
une protéine globulaire). La valeur du rayon hydrodynamique de la conalbumine n'a pas été
reportée (-).
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Les ectodomaines des syndécans ont été injectés a une concentration de 1 mg/ml dans
les mémes conditions que lors de la calibration de la colonne (en tampon HBS a un débit
de 0,5 ml/min a 10°C) afin de déterminer leurs rayons hydrodynamiques apparents a
partir de |I'équation extraite de la courbe de calibration.

¢) Diffusion dynamique de la lumiére

Les expériences de diffusion dynamique de la lumiere (DLS, dynamic light scattering) ont
été réalisées avec un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, SFR Biosciences
UMS3444/US8, Protein Science Facility, Lyon, France) équipé d'un laser He-Ne (A = 633
nm) en collectant la lumiere rétrodiffusée a un angle © de 173° (appelé NIBS, pour Non-
Invasive BackScatter) apres 60 s d'équilibration. La position et I'atténuation du laser ont
été déterminées automatiquement par I'appareil. Au moins 11 mesures de 10 s chacune
ont été enregistrées a 20°C dans des cuvettes a usage unique (UVette, Eppendorf). Les
mesures de diffusion ont été réalisées en tampon HBS seul pour ED-1 (0,68 — 2,72
mg/ml), ED-2 (1,78 mg/ml), ED-3 (3,43 mg/ml) et en HBS + DTT 2 mM pour ED-4 (1,5
mg/ml). Le rayon hydrodynamique a été calculé a partir de la distribution en volume. Les
parametres de mesures ont été laissés par défaut (indice de réfraction des protéines et
du solvant de 1,45 et 1,33, respectivement, viscosité du solvant : 1,0031 cP).

d) Diffusion dynamique de la lumiére couplée a une chromatographie d’exclusion
stérigue

Les ectodomaines des syndécans ont été injectés sur une colonne d’exclusion stérique
couplée directement a un appareil de DLS afin d'obtenir des mesures de rayons
hydrodynamiques précises et de s'affranchir de la diffusion de contaminants ou de
poussieres. Les intensités de diffusions ont été collectées par un Wyatt QELS+ (ligne de
lumiere SWING, synchrotron SOLEIL, Gif-sur-Yvette, France) en fonction du temps
d'élution. 50 pl d'ED-1 (7,7 mg/ml) et d'ED-2 (5,0 mg/ml) ont été injectés sur une
colonne de filtration sur gel de 3 ml (Superdex S200 Increase 5/150 GL, GE Healthcare) a
un débit de 0,2 ml/min a 20°C et en HBS, et 50 pl d'ED-3 (6,5 mg/ml) et d'ED-4 (5,2
mg/ml) ont été injectés sur une colonne de 24 ml (Superdex S200 Increase 10/300 GL,
GE Healthcare) a un débit de 0,5 ml/min, 20°C en HBS. Les analyses des données ont été
effectuées sur le logiciel Astra avec les parametres laissés par défaut (index de
réfraction : 1,331, viscosité du solvant : 0,992 cP).
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111.7.3 Diffusion de la lumiére laser multi-angles

Les mesures de diffusion de la lumiére multi-angles couplée a une colonne de
chromatographie d'exclusion stérique (SEC-MALLS, multi-angle laser light scattering) ont
été réalisées sur ligne de lumiere SWING (synchrotron SOLEIL, Gif-sur-Yvette, France)
avec un détecteur Wyatt Dawn Heleos (pour les mesures d'intensités diffusées) équipé
d'un réfractométre Optilab rEX et d'un spectrophotometre afin de mesurer les masses
moléculaires des protéines injectées. 50 pl d'ED-1 (7,7 mg/ml) et d'ED-2 (5,0 mg/ml) ont
été injectés sur une colonne de filtration sur gel de 3 ml (Superdex S200 Increase 5/150
GL, GE Healthcare) a un débit de 0,2 ml/min a 20°C et en HBS, et 50 ul d'ED-3 (6,5
mg/ml) et d'ED-4 (5,2 mg/ml) ont été injectés sur une colonne de 24 ml (Superdex S200
Increase 10/300 GL, GE Healthcare) a un débit de 0,5 ml/min, 20°C en HBS. Les analyses
des données ont été effectuées sur le logiciel Astra avec les parametres laissés par
défaut.

111.7.4 Diffusion des rayons X aux petits angles
a) Introduction

Des expériences de diffusion des rayons X aux petits angles couplées a une colonne de
chromatographie d'exclusion stérique (SEC-SAXS, small angle X-ray scattering) ont été
réalisées dans le but de déterminer le rayon de gyration (Rg) et la taille maximale (Dmax)
des ectodomaines des syndécans ainsi que d'obtenir des informations concernant leur
degré de compaction et leur flexibilité. Le SAXS est basé sur la diffusion des rayons X par
les électrons des molécules présentes dans un échantillon en solution. La génération du
faisceau de rayons X est généralement réalisée dans des synchrotrons. Lorsqu’'une
particule chargée est accélérée, elle émet un rayonnement électromagnétique. Dans le
cas des synchrotrons, des électrons sont accélérés successivement dans un accélérateur
linéaire puis circulaire jusqu'a une vitesse proche de celle de la lumiere (> 99,99 %) et
sont stockés dans un anneau de stockage ou regne un vide poussé (107'° torr). Cet
anneau n'est pas parfaitement circulaire, il s'agit d'une succession de courts segments
liés par des sections incurvées ou sont situés des aimants de courbures. Ils permettent
de dévier le paquet d'électrons relativistes, qui perdent une partie de leur énergie sous
forme de photons, c'est le rayonnement synchrotron. Ces photons sont émis dans le
domaine des rayons X durs (E > 10 keV, A ~ 1 A) et de facon tangentielle a I'anneau de
stockage. Le rayonnement synchrotron est traité par un jeu de miroirs, collimateurs et
monochromateurs dans la cabine d'optique afin de le conditionner avant d'illuminer
I'échantillon dans la cabine d'expérience (Figure 37).
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En fin de ligne se trouve la cabine de contrdle. Les rayons X illuminant I'échantillon sont
majoritairement transmis, absorbés et réémis (fluorescence) ou diffusés en perdant
(diffusion inélastique) ou non de I'énergie (diffusion élastique), la diffusion élastique
étant le phénomeéne majoritaire. Cependant, il est estimé qu'un seul photon sur 1 million
est diffusé par une protéine de 14 kDa concentrée a 1 mg/ml. Les photons transmis sont
stoppés en aval de I'échantillon et ceux qui ont été diffusés sont enregistrés sur une
certaine gamme angulaire grace a un détecteur 2D plongé dans un vide poussé afin de
s'abstenir de la diffusion des molécules présentes dans I'air (Figure 37).

Figure 37 : Environnement expérimental des expériences de SEC-SAXS. A) Cabine
d'expérience de la ligne SWING (SOLEIL). Sur la droite se trouve un fin cylindre ou se propagent
les rayons X conditionnés dans la cabine optique, et sur la gauche se trouve le tunnel de
détection ou regne un vide poussé contenant le détecteur qui peut s'y mouvoir. L'échantillon
peut étre injecté sur une colonne de chromatographie d'exclusion stérique grace a un
équipement de chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC) couplé a un
appareil de diffusion de la lumiere laser multi-angles équipé d'un appareil de diffusion
dynamique de la lumiere (MALLS-DLS), agrandi en B). L'agrandissement en C) montre
I'environnement de I'échantillon ou on distingue a I'arriere le tunnel de détection. L'échantillon
circule dans un capillaire en quartz, encadré et agrandit en D), qui sera illuminé par les rayons X
dans ce plan et ou des mesures par spectrophotométrie (jusqu'a 8 longueurs d'onde) peuvent
étre réalisées dans le plan perpendiculaire. Photographies prises avec I'aimable accord d'Aurélien
Thureau, scientifique de la ligne de lumiere SWING (synchrotron SOLEIL, Gif-Sur-Yvette, France).
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b) Rappels théorigues

Cette section a été réalisée d'apres Receveur-Bréchot & Durand (2012), Jeffries &
Svergun (2015) et Jeffries et al, (2016). Les intensités de diffusion /(s) sont collectées en
fonction de I'angle de diffusion 26, représenté par le vecteur de diffusion s (équation 1) :

__ 4msin0
A

(Equation 1)

ou O représente la moitié de I'angle entre le rayon incident et le rayon diffusé et A la
longueur d'onde du faisceau de rayons X incident (Figure 38).

/’W Optiques — Echantillon 26 J‘r '

Figure 38 : Représentation schématique de la ligne de lumiére. Les optiques (miroirs,
monochromateurs, collimateurs) permettent d'obtenir une onde monochromatique focalisée qui
est majoritairement transmise (ko) ou diffusée par I'échantillon (k). Le vecteur de diffusion s
dépend de la gamme angulaire (26) ot § = k; — kg -

Les expériences de SAXS visent ainsi a obtenir les intensités de diffusion /(s) propres a
I'échantillon en fonction du vecteur de diffusion s. Les protéines étant en solution, les
données de diffusion du tampon et du capillaire sont également collectées et doivent
étre soustraites par la mesure du tampon seul, qui doit exactement correspondre a celui
de I'échantillon. Aprés soustraction, et considérant que les distances intramoléculaires au
sein d'une méme particule sont conservées dans le temps et dans |'espace, les intensités
de diffusion sont moyennées pour chaque angle permettant la réduction des données
bidimensionnelles en 1D, c'est-a-dire le graphique représentant /(s) en fonction de s. En
considérant une solution monodisperse (.e. pure) et idéale (ie. sans interaction ou
répulsion entre les particules la composant), les intensités de diffusion peuvent étre
décrites comme suivant (équation 2) :

I1(s) = Z}[(ApiV)? Pi(s)] S(s)  (Equation 2)

ou Ap et Vreprésentent respectivement le contraste et le volume de chaque particule
et P(s) et S(s)sont les facteurs de formes et de structures, respectivement.
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Le contraste (Ap) représente la différence de densité de longueur de diffusion p, ou en
d'autres termes, le nombre moyen d'électrons par unité de volume, entre la protéine et
le tampon. Cette différence est trés faible (environ 420 électrons / nm* pour les protéines
et 334 pour I'eau). Un moyen simple d’augmenter le contraste est d'alors d'utiliser un
tampon dont la composition est la plus simple possible et d'utiliser une concentration en
protéine plus importante. Le facteur de forme A(s) est directement corrélé a la forme
globale de la protéine et reflete ainsi la facon dont les intensités de diffusion décroissent
en fonction de s. Enfin, le facteur de structure S(s) décrit I'influence sur la diffusion des
particules étant a proximité, c'est donc un parametre reflétant des distances entres les
composants de I'échantillon et non pas un parametre interne a ces derniers.

Dans le cas d'une solution monodisperse et suffisamment diluée, le facteur de structure
S(s) est reduit a I'unité, et les intensités de diffusion de A particules identiques peuvent
étre décrites comme suivant (équation 3) :

1(s) = N(ApV)? P(s) (Equation 3)

Cette derniere équation montre que l'intensité de diffusion, et donc la qualité des
données sur une large gamme angulaire (/.e. rapport signal / bruit), dépend directement
de la concentration en protéine utilisée (ce qui est reflété par le nombre de molécules N
et le contraste Ap). Le facteur de forme A(s) reflete la forme globale des molécules dans
I'espace réel et caractérise ainsi la fagcon dont les intensités décroissent en fonction de s.
Les intensités de diffusion des protéines globulaires décroissent en s, c'est-a-dire trés
rapidement par rapport & des protéines multidomaines (s®) ou des chaines Gaussiennes
(s9). Les intensités de diffusion des protéines trés allongées (de type baton rigide)
décroissent en s'. Ainsi, plus la conformation globale d’une protéine est allongée, moins
les intensités décroissent rapidement en fonction de s et réciproquement.

L'analyse des intensités de diffusion aux petits angles permet de déterminer le rayon de
gyration (Rg) grace a I'approximation de Guinier (équation 4) :

In1(s) = In(lp) — <2 (Equation 4)

ou /(0) est I'intensité extrapolée a angle zéro.

La pente de la droite dans la représentation graphique Ln /(s) = f(s°) équivaut ainsi a —
Rg/3 d'ou la valeur de Rg est extraite. Pour respecter cette linéarité, le rayon de gyration
doit étre déterminé a des petits angles tel que s < 1,3 / Rg.
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Le rayon de gyration est un parametre global directement affecté par la taille et la forme
des protéines. Ainsi, une protéine en conformation étendue possédera un rayon de
gyration plus important qu'une protéine globulaire de méme masse moléculaire.
L'approximation de Guinier permet également de déterminer l'intensité a angle zéro
utilisée dans la détermination de la masse moléculaire des protéines étudiées. Il est
possible d'estimer la valeur du rayon de gyration pour différents degrés de compaction a
partir de I'équation de Flory (équation 5) :

Rg =Ry NV (Equation 5)

ou Ry et v sont des facteurs définis pour chaque degrés de compaction. Ry = V(3/5) x
4,75 et v = 0,29 pour des protéines globulaires (Receveur-Bréchot & Durand, 2072), Ry =
2,54 + 0,01 et v=0,522 + 0,01 pour des protéines intrinsequement non structurées et Ry
= 1,927 £ 0,27 et v = 0,598 + 0,028 pour des conformations trés étendues comme des
protéines chimiquement dénaturées (Bernado & Svergun, 20172). La valeur de Ry décroit
avec la diminution du degré de compaction et indique, qu’en moyenne, les
conformations retrouvées dans les protéines intrinsequement non structurées sont plus
compactes que celles retrouvées dans les protéines globulaires dénaturées
chimiquement. La valeur de v peut étre retrouvée expérimentalement en calculant
I'exposant de Porod {. L'exposant de Porod reflete la maniere dont décroissent les
intensités de diffusion (de s a s, comme décrit précédemment). L'inverse de I'exposant
de Porod (1/¢) devrait étre proche, sinon égal, au facteur v retrouvé dans I'équation de
Flory, ce qui permet d'évaluer le degré de compaction d'une protéine avec précision a
partir des données de SAXS.

La maniere dont décroissent les intensités de diffusion et donc le degré de compaction
peut étre observée graphiquement en utilisant la représentation de Porod-Debye s%/(s) =
f(s*) pour les protéines globulaires, la représentation de Sibyls s°/(s) = f(s’) pour les
protéines multidomaines et la représentation de Kratky-Debye s°/(s) = f(s°) pour les
protéines intrinsequement non structurées. Si les intensités décroissent en s s3ous?
un plateau devrait apparaitre sur les représentations de Porod-Debye, de Sibyls et de
Kratky-Debye, respectivement. Enfin, la forme globale des protéines peut étre évaluée en
tracant la représentation de Kratky normalisée par l'intensité a angle zéro et le rayon de
gyration selon la relation suivante :

1
% (sR9)? = f(sRg)
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Dans cette représentation, une courbe en cloche dont les coordonnées maximales sont
(1,732 ; 1,1) reflete une degré de compaction élevé telles que les protéines globulaires,
alors que des courbes ou ce maximum est de moins en moins marqué jusqu'a évoluer
quasi linéairement refletent des formes globales plus allongées. Une courbe atteignant
un plateau aux alentours de 2-3 reflete des conformations tres flexibles, ce qui n'est pas
nécessairement le cas pour des protéines ayant une représentation normalisée de Kratky
croissant linéairement. Cette représentation permet également de comparer sur un
méme graphique plusieurs protéines de taille ou de conformation différentes.

Afin d'illustrer ces propos, la représentation normalisée de Kratky de quatre protéines
possédant différents degrés de compactions a été tracée (Figure 39). Les protéines plus
ou moins globulaires, ici le facteur de croissance fibroblastique 2 (FGF-2) et de |'amy/ase-
binding protein A (AbpA) possedent une courbe en cloche plus ou moins marquée. En
revanche, une courbe correspondant a une protéine désordonnée et flexible, ici le
domaine N-terminal du récepteur alpha des cestrogenes (ER-NTD) croit graduellement
en atteignant un plateau aux alentours de 2-3. Cependant, la courbe issue d'une
protéine dont la conformation globale est un baton rigide, ici la protéine de surface G de
Staphylococcus aureus (SasG) croit d'autant plus et est reconnaissable par une certaine
linéarité (Figure 39).

* FGF-2 (2FGF) « ER-NTD (SASDEE2)
S
o)
o
L
S
= * AbpA (2MXX) * SasG (SASDA37)
N
! j /Mq

Figure 39 : Représentation normalisée de Kratky pour quatre protéines ayant des degrés
de compaction différents. Les données de diffusion pour le facteur de croissance fibroblastique
2 (FGF-2) et de I'amylase-binding protein A (AbpA) ont été simulées par CRYSOL a partir des
fichiers PDB. Les données de diffusion du domaine N-terminal du récepteur alpha des
cestrogenes (ER-NTD) et de de la protéine de surface G de Staphylococcus aureus (SasG) ont été
obtenues depuis la base de données SASDB (www.sasbdb.org). Les codes d'accessions sont

mentionnés. Les lignes en pointillés possédent les coordonnées (1,732; 1,1) et indiquent la
position du point maximal de la courbe en cloche pour une protéine globulaire.

109



Le passage de l'espace réciproque a I'espace réel est effectué par la transformation de
Fourrier sur les intensités de diffusion, ce qui permet de calculer la fonction de
distribution de paires AP(r). La fonction A() est un histogramme représentant la
distribution des distances r entre tous les points d'une particule. Brievement, elle est
calculée par la fonction d'autocorrélation y(r) avec P(r) = A.y(r). La fonction y(r) est une
fonction strictement décroissante et est définie comme yy(r) = f(r) ou yo(r) est compris
entre 0 et 1. yo(r) représente la probabilité de trouver un point dans une particule se
trouvant a une distance rd'un autre point. Ainsi, pour r = 0, yo(r) = 1, c'est-a-dire que la
probabilité est maximale de trouver ce point au méme endroit (ce qui parait trivial). Ce
qui est plus intéressant est de rechercher pour quelle distance r la fonction yyr) = 0.
Dans la fonction A(r) associée, ce point correspond a la distance r (non nulle) qui n'est
retrouvée qu'une seule fois. Cette distance est nommeée distance maximale des
particules (Dmax) et refléte ainsi la taille maximale de la protéine en solution.

Concernant des solutions polydisperses (présence d'agrégats, d'oligomeres ou une
protéine intrinsequement non structurée), cette distance correspond au Dmax de
I'espece la plus allongée et en quantité suffisante pour pouvoir étre détectée. La fonction
de distribution de paires est notamment utilisée a des fins de modélisations sur des
solutions de protéines monodisperses et idéales. Etant donné que, par définition, les
protéines intrinsequement non structurées sont des systemes polydisperses, ces outils
de modélisation ne seront pas détaillés davantage. De par leur flexibilité accrue, les
protéines intrinsequement non structurées ne possedent pas une unique conformation
en solution (I'équation 3 ne s'applique plus). Les intensités de diffusion de chaque
conforméres s'additionnent alors selon I'équation suivante (équation 6) :

1(s) = XX_ Vil () (Equation 6)

ou Vi et /(s) sont la fraction volumique et les intensités de diffusion pour chaque
conformére k, respectivement. La fraction volumique est dépendante de la quantité de
conformeéres présents dans une conformation donnée (C) et de leur volume partiel
spécifique (V) selon I'équation suivante (équation 7) :

Vk = C,V, (Equation 7)

Bien que la valeur du volume partiel spécifique differe Iégerement selon les protéines, il
est admis qu'elle est égale & 0,7425 cm>.g™", ce qui indique que seule la quantité relative
des différentes populations de conformations (Cy) est responsable des intensités de
diffusion collectées sur un tel systéeme.
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¢) Déconvolution des intensités de diffusion des systemes polydisperses (EOM)

Il est possible de déconvoluer les données de diffusion collectées sur des protéines
seules (sans modifications post-traductionnelles) afin d'avoir une vue globale de I'espace
conformationnel des protéines intrinsequement non structurées étudiées. Plusieurs
approches ont été développées dont I'outil EOM (Ensemble Optimization Method) qui a
été utilisé dans nos expériences portant sur la caractérisation des ectodomaines des
syndécans exprimés en systeme procaryote. Trois étapes régissent le calcul réalisé par
EOM (Figure 40).

Dans un premier temps, un large poo/ de conformations est généré de facon aléatoire a
partir de la séquence en acides aminés de la protéine. Ce pool doit contenir au moins
10 000 conformeres afin que la distribution de la distance de bout en bout des
polymeres générés ne soit pas biaisée aux dépends de conformations compactes ou
étendues, et suive une distribution Gaussienne afin de visiter I'espace conformationnel
qui lui est théoriquement offert. Il est possible de générer différents poo/ initiaux dont
les distributions des angles dihédraux correspondent a des conformations retrouvées
dans les protéines intrinsequement non structurées, ou de générer des conformations
plus étendues de type random coil. Des conformations plus compactes peuvent
également étre générées artificiellement.

Les intensités de diffusion théoriques sont ensuite calculées par CRYSOL pour chaque
conformation présente dans le pool. Enfin, une sous-sélection de conformations issues
du pool (appelé ensemble) est sélectionnée de telle sorte que les intensités de diffusion
additionnées (selon I'équation 6) de cet ensemble soient ajustées aux données de
diffusion expérimentales. L'ajustement de la somme des intensités de I|'ensemble
sélectionné par rapport aux intensités expérimentales est réalisé par le test du x°. La
sélection de ces ensembles est réalisée par un algorithme génétique dont |'objectif est
de réduire la valeur du x°. L'ensemble de conformations s'ajustant le mieux aux données
expérimentales (x* le plus faible) est déconvolué afin d'extraire la distribution du rayon
de gyration et du Dmax. La comparaison de ces distributions par rapport a celles du poo/
initial de conformations permet d'évaluer l'espace conformationnel de la protéine
étudiée ainsi que sa flexibilité (Figure 40).

Des paramétres quantitatifs (Rflex et Ro) permettent également d'évaluer la flexibilité
des conformeres de I'ensemble sélectionné. La valeur de Rflex est obtenue en calculant
I'entropie du systeme Hy(S) qui est comprise entre -1 et 0. Une entropie élevée
caractérisant une large distribution de parameétres structuraux mene a une valeur d' H(S)
proche de -1.
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A l'inverse, une distribution plus restreinte possédera une valeur d'H,(S) proche de 0. Le
parametre Rflex est définit selon I'équation suivante (équation 8) :

Reiex = —Hy(S) (Equation 8)

Les systemes flexibles posseédent une valeur de Rflex proche de 1, annotée sous forme
de pourcentage (100 %). La valeur de Ro permet de calculer la variance de la distribution
de I'ensemble sélectionné par rapport a celle du pool Une valeur de Ro > 1 devrait étre
retrouvée dans le cas ou la valeur de Rflex de I'ensemble sélectionné est supérieure a
celle du pool, et réciproquement. Le calcul de Ro permet ainsi de vérifier la qualité de la
déconvolution (7ria et al,, 20175).
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Figure 40: Procédure de déconvolution des intensités de diffusion suivie par I'outil
Ensemble Optimization Method, EOM. Figure extraite de Bernado & Svequn (2012).

EOM génere également la structure 3D des conformeres faisant partie de |I'ensemble
sélectionné. Ces conformeéres sont des modeles de basse résolution ou chaque résidu
d'acide aminé est représenté par une sphere. Ces modéles permettent de visualiser de
facon générale I'étendue et la flexibilité du systeme.
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d) Collection et traitement des données de diffusion obtenues expérimentalement

Les intensités de diffusion ont été collectées sur la ligne SWING (synchrotron SOLEIL). La
calibration a été réalisée sur I'eau et les protéines ont été centrifugées a 18 000 x g
pendant 20 minutes a 4°C avant leur injection sur une colonne de chromatographie
d'exclusion stérique précédant leur illumination aux rayons X (Tableaux Vet VI).

Acquisition des données de diffusion

Instrument Ligne de lumiere SWING (Synchrotron SOLEIL)
Détecteur Dectris EIGER 4M
Longueur d’onde (A) 1,03324
Energie (keV) 12
Distance
cellule - détecteur 2,0
(m)
Gamme enregistrée
. 0,0041 - 0,5597
(s A7)

Expériences de SEC-SAXS réalisées sur les ectodomaines des syndécans sans GAGs

Echantillons

ED-1 ED-2 ED-3 ED-4

Colonne de
chromatographie
d’exclusion stérique

Superdex S200 Increase 5/150 GL (GE Healthcare)

Volume injecté (ul) 50
Concentration en
L. 1 7,7 50 14,6 8,3
protéine (mg.ml™)
Débit (ml.min™) 0.2
20

Température (°C)

Exposition Continue : 1 acquisition.s™ (990 ms d'exposition + 10 ms de temps mort)
Tampon HBS (HEPES 10 mM, NaCl 150mM, pH 7,4)
Guinier :
1,29 0,998 1,28 0,985
Smax-Rg
23 34 24 33

nombre de points

Tableau V : Conditions expérimentales utilisées pour la collection des données de SEC-
SAXS sur les ectodomaines des syndécans exprimés en systéme procaryote.
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Expériences de SEC-SAXS réalisées sur les ectodomaines des syndécans avec GAGs

Echantillons ED-2 PG ED-3 PG ED-4 PG
Colonne de ) . .
. BioSec BioSec BioSec
chromatographie .
. 5-1000 3-300 5-1000 puis 3-300
d’exclusion . . .
. (Agilent) (Agilent) (Agilent)
sterique
Volume injecté (ul) 50
Concentration en
. N.D. 124 N.D.
protéine (uM)
Débit (ml.min™) 0,3
Température (°C) 20
Exposition Continue : 1 acquisition.s™ (990 ms d’exposition + 10 ms de temps mort)
Tampon HEPES 10 mM, NaCl 300 mM pH 7,4
Guinier :
1,29 1,26
Smax-Rg N.D.
. 10 14
nombre de points

Tableau VI : Conditions expérimentales utilisées pour la collection des données de SEC-
SAXS sur les ectodomaines des syndécans exprimés en systéme eucaryote. Les parametres
d'acquisition des données sont identiques au Tableau V. La détermination du rayon de gyration
d'ED-4 PG selon I'approximation de Guinier a été réalisée sur I'expérience ou la colonne BioSec
3-300 a été utilisée. N.D.: non déterminé.

La colonne de chromatographie d'exclusion stérique BioSec 5-1000 (Agilent) de 5 ml
possédant une gamme de fractionnement s'étendant de 50 a 750 kDa a été utilisée pour
analyser I'ectodomaine du syndécan-2 exprimé en systéme eucaryote (ED-2PG) puis une
Biosec 3-300 (Agilent) de 5 ml possédant une gamme de fractionnement comprise entre
5 kDa et 1 250 kDa a été utilisée pour analyser ED-3PG. ED-4PG a été analysé avec les
deux colonnes. Ces colonnes sont disponibles sur la ligne lumiere SWING (Synchrotron
SOLEIL) et possede un support en silice recouvert d'une couche hydrophile.

La réduction des données de diffusion a été réalisée avec le programme Foxtrot (logiciel
de la ligne de lumiere SWING). Les données de diffusion du tampon seul ont été
enregistrées dans le volume mort des colonnes de chromatographie d’exclusion stérique
puis moyennées et soustraites aux données collectées pour chaque échantillon. La
présence d'une faible quantité d'espece de hautes masses moléculaire éluées a un
volume d'élution proche de celui des ectodomaines des syndécans a nécessité un
traitement supplémentaire des données de diffusion. Ce traitement a été effectué avec le
module US-SOMO HPLC SAXS (Brookes et al, 2016).
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Brievement, ce module permet de convertir les intensités de diffusion /(s) = f(s) en
intensité de diffusion en fonction du temps /(¢) = f(t) et ce pour chaque valeur du vecteur
de diffusion s (donc pour chaque angle). Il en résulte un graphique ressemblant a un
chromatogramme ou sont superposées toutes les intensités mesurées en fonction du
temps et pour chaque valeur de s. Il est alors possible de visualiser si une ou plusieurs
especes sont a l'origine des intensités de diffusion mesurées en ajustant des courbes
Gaussiennes sous ces courbes. Typiquement, les données /(#) = #(t) pour un seul angle
sont d'abord sélectionnées (entre 0,01 et 0,02 A" afin d'avoir un signal intense et peu
bruité) et une ou plusieurs courbes Gaussiennes sont ajustées (la qualité de I'ajustement
est indiquée par la valeur du x%). Ces courbes Gaussiennes sont ensuite étendues a la
totalité de la gamme angulaire. Finalement, les données propres a chaque courbe
Gaussienne sont reconverties en intensité de diffusion /(s) = 7(s) et la participation
d'autres especes a la diffusion de la protéine étudiée est ainsi éliminée.

Les données /(s) = f(s) propres a la protéine étudiée ont été comparées avec le test
CorMap (Franke et al, 2015) présent dans la suite PRIMUSqt (Franke et al, 20177). Le test
CorMap (pour correlation map) est un test statistique trés restrictif. A I'inverse du x* qui
évalue la similarité entre deux courbes de facon globale, le test CorMap est tres sensible
aux différences locales et ne nécessite pas d'indiquer les erreurs sur la mesure,
contrairement au x°. Le test CorMap calcule les probabilités de similarité (des
corrélations) entre deux courbes. Si cette probabilité (indiquée par une p-value) est
inférieure a une valeur seuil (a = 0,01), les deux courbes sont considérées comme
statistiquement différentes. Ce test peut étre visualisé sur une carte ou les valeurs de
corrélations de deux jeux de données sont représentées avec un code binaire our / non,
imagé par I'alternance d'aires noires et blanches (Figure 41).

Deux jeux de données /(s) = f(s) similaires sont caractérisés par une carte ou les valeurs
de corrélations sont distribuées de fagon homogene (Figure 41A), et a l'inverse, ils sont
différents si ces corrélations forment de larges aires blanches ou noires (Figure 41B). La
localisation de ces aires indique la gamme angulaire ou les deux courbes different de
facon significative.
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Figure 41 : Exemples de cartes de corrélation (CorMap) correspondant a des courbes de
diffusion similaires (A) ou différentes (B) ou une déviation importante est observée dans la
gamme angulaire s'étalant de 0 & environ 2 nm™". D'aprés Franke et al, (2015).

Au moins 29 acquisitions ont été moyennées pour chaque ectodomaine des syndécans
apres I'élimination des courbes non superposables d'apres le test CorMap. Les quelques
points différant de I'approximation de Guinier (ie. équation 4) aux petits angles ont été
supprimés puis la courbe résultante a été soumis au programme SHANUM (Konarev &
Svergun, 2075). Cet outil a été développé afin de définir la gamme angulaire ou les
données de diffusion contiennent de linformation structurale afin de s'affranchir
notamment des données bruitées collectées aux grands angles, dépourvues
d'information structurale. Il en résulte une courbe de diffusion définitive utilisée pour les
futures analyses. Les données de diffusion ont été déconvoluées avec EOM. La séquence
en acides aminés des protéines recombinantes a été utilisée afin de générer deux pools
initiaux contenant 10 000 conformeres ayant une distribution de leurs angles dihédraux
cohérente avec des conformations plus ou moins compactes annotées respectivement
comme pré-globule fondu (PMG) ou random coil (RC) dans ce manuscrit. Le nombre
d'harmoniques a été laissé par défaut (15) et 100 cycles ont été réalisés par I'algorithme
génétique.
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111.7.5 Spectrométrie de masse en conditions natives et mobilité ionique
a) Rappels sur llonisation par électronébulisation

Des expériences d'ESI-MS (electospray ionization — mass spectrometry) et de mobilité
ionique (ESI-IM-MS ou IM-MS) ont été réalisées sur les ectodomaines des syndécans
exprimés en systeme procaryote afin de caractériser leur hétérogénéité
conformationnelle. Tout comme I'’APCI (ionisation chimique a pression atmosphérique)
et la CSl (cold spray ionization), I'ionisation par électronébulisation (ESI) permet I'analyse
d’'échantillon liquide a pression atmosphérique, mais possede cependant la gamme de
masse analysable la plus étendue (jusqu’a environ 250 kDa). Cette source d'ionisation est
commune aux appareils d'ESI-MS classique et de mobilité ionique utilisés dans nos
expériences. Une source nano-ESI permet d'utiliser un plus faible volume d'échantillon
(Figure 42A) ou la solution de protéine est placée dans une aiguille avec un filament en
nickel et rapprochée de I'entrée du spectrometre (Figure 42B).

Figure 42 : Source Nano-ESI d’'un spectrométre de masse a mobilité ionique. A) Vue
générale de la source Nano-ESI du spectrometre a mobilité ionique utilisée pour nos
expériences. On distingue l'aiguille dans laquelle se trouve la solution de protéine. B)
Agrandissement de I'aiguille contenant I'échantillon ou on observe le filament en nickel. A droite
se trouve l'orifice d'entrée du spectrometre. Photographies prises avec I'aimable accord de
Fabien Chirot, responsable de I'appareil de mobilité ionique (Institut des Sciences Analytiques).

Sous l'effet d'un champ électrique (3 — 5 kV avec une source ESI, et environ 800 V avec
une source Nano-ESI), la solution a analyser va se déformer a I'extrémité de l'aiguille,
formant un cone de Taylor. Des gouttes vont étre formées et les protéines qui y sont
présentes vont s'ioniser en capturant des protons du solvant (Figure 43). Le solvant
s'évapore progressivement jusqu'a que la limite de Rayleigh soit atteinte engendrant
une explosion Coulombienne. Il en résulte des gouttelettes chargées ou les molécules de
solvant résiduelles vont étre éliminées grace a un gaz de séchage, typiquement du
diazote, ce qui mene a la formation d’'analytes chargés et désolvatés (Figure 43).
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Ce type d'ionisation méne a la génération d'ions multichargés. Le solvant doit étre
volatile et ne pas perturber la structure tertiaire ou quaternaire des protéines. On parle
alors de mode natif Une solution d'acétate d’ammonium 50 mM pH 7,4 est la plus
souvent utilisée lors de ces expériences.
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Figure 43 : Mécanisme d’ionisation des protéines par électronébulisation (ESI). Figure
extraite de Banerjee & Mazumdar (2012).

b) Acquisition des données d’ESI-MS native

L'objectif des expériences d’ESI-MS en conditions natives est d'obtenir la distribution des
états de charges (CSD) des protéines analysées, c'est-a-dire un graphique représentant
I'intensité de chaque ion en fonction de son rapport masse sur charge (m/2). Dans le cas
des protéines intrinsequement non structurées, le degré d'ionisation par
électronébulisation est corrélé a la surface des conformeres présents en solution au
moment de I'analyse. Les conformations les plus étendues acquerront davantage de
charges que des conformations plus compactes (7esta et al, 2013, Schramm et al,, 2079).

La distribution des états de charges des protéines globulaires est généralement
restreinte et unimodale. A l'inverse, celle des protéines intrinsequement non structurées
est multimodale ou plusieurs enveloppes peuvent étre détectées, correspondant a la
présence de sous-populations de conformations. La distribution des états de charge
peut étre déconvoluée afin de définir I'abondance relative de chaque sous-population en
représentant l'intensité de chaque état de charge zen fonction de I'état de charge, /(z) =
f(z). Des courbes Gaussiennes sont ensuite ajustées sous chaque population observées
dans cette nouvelle représentation (Dobo & Kaltashov, 2001, Santambrogio et al., 2018)
(Figure 44).
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Figure 44 : Déconvolution de la distribution des états de charges obtenue par ESI-MS. La
déconvolution des CSDs est réalisée en modifiant la représentation de /(m/z) = fim/z) (a gauche)
en /(z) = f(z) puis en ajustant des courbes Gaussiennes sous chaque population observée dans
cette nouvelle représentation (a droite). Adaptée de Santambrogio et al, (2018).

Cette représentation permet également de déterminer la proportion (P;en pourcentage)
de chaque sous-population détectée en calculant le rapport de l'aire d'une courbe
Gaussienne pour une population (4) sur l'aire totale, c’est-a-dire la somme des aires des
courbes Gaussiennes ajustées (équation 9) :

Aj
Pi:Z_A

X 100 (Equation 9)

La déconvolution de la distribution des états de charge permet d'évaluer I'hétérogénéité
conformationnelle des protéines intrinsequement non structurée mais uniquement de
facon relative en observant par exemple qu'une population est plus chargée qu'une
autre ce qui reflete des conformations plus étendues. Un moyen d’'obtenir des valeurs
numeériques caractérisant le degré de compaction de ces populations est de calculer la
surface accessible au solvant (SASA) exprimée en A% Le calcul de cette valeur est basé
sur la charge moyenne acquise par les conformations (z,), I'intensité de chaque état de
charge z et des équations empiriques issus de jeux de données. La charge moyenne en
prenant en compte la totalité du CSD ou d'une population précise est calculée selon
I'équation suivante (équation 10) :

Zav = Z?:A Zi Ii/Itot (Equation 10)
ou A et B représentent |'état de charge sélectionné le plus petit et le plus grand,

respectivement, et /; et /i, sont les intensités d'un état de charge /donné et la somme
des intensités des états de charges de la gamme sélectionnée, respectivement.
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La valeur de SASA peut étre calculée sur la totalité de la gamme des états de charge afin
d'obtenir une valeur de moyenne de SASA (SASA,,) reflétant I'ensemble des
conformations adoptées par une protéine intrinsequement non structurée (L/ et al,
20176) selon I'équations suivante (équation 11) :

In(z,,) = 0,913 X In(SASA,,) — 6,013 (Equation 11)

La valeur de SASA peut également étre calculée uniquement pour les conformations les
plus étendues (SASAc) en sélectionnant les états de charge appartenant a la population
la plus ionisée (Testa et al, 2077) selon I'équation suivante (équation 12) :

In(zg,) = 0,9024 X In(SASA,,) — 59013  (Equation 12)

Les expériences de spectrométrie de masse en conditions natives ont été effectuées sur
un spectrometre Impact Il (Bruker) équipé avec une source ESI Apollo Il (Bruker) au
Centre Commun de Spectrométrie de Masse de [Institut (ICBMS, UMR5246) par
Alexandra Berlioz-Barbier, responsable de la plateforme (Figure 45).

Figure 45 : Spectrométre de masse utilisé lors des expériences
d’ESI-MS en conditions natives. L'ionisation des protéines a été
réalisée par électronébulisation (ESI classique). Les rapports m/z ont
été calculés grace a un analyseur a temps de vol (TOF) visible sur la
gauche (la cheminée bleue). L'analyse peut étre couplée a une HPLC
(a droite) du moment que le tampon reste volatil. Photographie prise
avec l'aimable accord d'Alexandra Berlioz-Barbier, responsable du
centre Commun de Spectrométrie de Masse de l'Institut (ICBMS,
UMR5246)

Le tampon HBS a préalablement été échangé contre une solution d'acétate d’ammonium
50 mM pH 7,4 par chromatographie d'exclusion stérique (Superdex S200 Increase
10/300 GL, GE Healthcare) puis les fractions d’'élutions contenant les ectodomaines des
syndécans exprimés en systeme procaryote ont été concentrées comme décrit
précédemment. 200 ul d'ED-1 (600 pg/ml), ED-2 (590 ug/ml), ED-3 (420 pg/ml), et ED-4
(180 pg/ml) ont été infusés a un débit de 10 pl/min par un pousse-seringue. Ce
spectrometre est équipé d'un analyseur quadripolaire et d'un analyseur a temps de vol
(TOF) en série.
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Dans ces expériences, lI'analyseur quadripolaire n'a été utilisé que pour guider et
focaliser les analytes aprées leur ionisation étant donné qu’aucune étape de sélection ne
doit étre appliquée. Le TOF a en revanche permis de calculer les rapports masse sur
charge (m/2) afin d'obtenir la distribution des états de charges des ectodomaines des
syndécans. Les parametres de I'instrument ont été fixés comme suit : température de la
source ESI : 200 °C, tension du capillaire : 3 kV, pression du gaz de nébulisation : 41 Psi,
fréquence d'acquisition: 2 Hz. L'ensemble des expériences a été réalisé dans des
conditions expérimentales identiques afin de pouvoir comparer les ectodomaines des
syndécans entre eux. Le CSD des protéines a été déconvolué en ajustant des courbes
Gaussiennes comme décrit précédemment avec le logiciel Origin (OriginLab) avec le
minimum de courbes possible et jusqu'a ce que la qualité de I'ajustement atteigne au
moins R? = 0,99. L'abondance relative des sous-populations détectées et la valeur de
SASA,, et de SASA. ont été calculées comme décrit précédemment (équations 9 — 12).

¢) Acquisition des données de mobilité ionique

Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec Fabien Chirot (Institut des
Sciences Analytiques - ILM, Villeurbanne) et Luke MacAleese (Institut Lumiere Matiere -
ISA, Villeurbanne) avec l'aide de Mathilde Bouakil (ILM) et d'Aurélien Le Fevre (ISA) sur
un spectrometre a mobilité ionique au sein de I'lSA (Simon et al, 2075). L'équipement
nécessaire aux expériences de mobilité ionique est assez similaire a celui utilisé lors des
expériences d'ESI-MS. Dans nos expériences, le spectrometre (Maxis Impact, Bruker) se
composait notamment d'une source Nano-ESI (voir Figure 42), de deux analyseurs
(quadripolaire et a temps de vol) et d'un détecteur. Deux tubes de dérive de 79 cm de
long chacun étaient positionnés en série entre la source et I'analyseur quadripolaire et
contenaient de I'hélium a une pression d'environ 4 Torr (= 500 Pa). Une cinquantaine de
microlitres d'ectodomaines des syndécans exprimés en systeme procaryote et dilués a
une concentration de 10 uM dans une solution d'acétate d'ammonium 50 mM pH 7,4
ont été placés dans l'aiguille de la source Nano-ESI.

Apres leur nébulisation, les protéines ionisées et désolvatées sont guidées dans le
premier tube de dérive par un champ électrique appliqué au niveau de I'entrée du
premier tube (funnel A — FA, Figure 46). La tension appliquée sur le FA est modulable et
est fixée a la valeur la plus faible possible (20 V) afin de limiter I'énergie cinétique des
ions et d'éviter ainsi des forces de collisions trop importantes entre les protéines et les
atomes d'hélium (FA20). Elle peut étre augmentée pour favoriser au contraire ces
collisions, provoquant le dépliement des protéines, on parle alors d'activation.
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La totalité des ions est ensuite piégée juste avant le second tube, ce-dernier permettant
de mesurer leur temps de dérive. Les ions sont relachés au méme moment du piege et
les protéines voyagent ensuite grace a I'application d'un champ électrique a travers ce
second tube (Figure 46). Leur temps de dérive est dépendant de leur charge et de leur
conformation du fait de leur collision avec les atomes d’'hélium. Les protéines ayant des
conformations compactes ont une probabilité plus faible de collisionner que celles ayant
des conformations plus étendues. D'un point de vue statistique, une molécule d'analyte
collisionne avec un seul atome d’'hélium a la fois.

AV Tube 1 AV Tube 2 AV

o o
" A +’_\§ +l -
\\ \f: hee Ll Temps de dérive
< .- > . qTOF—

Source : «' - s po s R
Nano-ESi " B ?f'&;—-. + > T r il T
1+ , oz
t

+ Activation Piege
Funnel A (FA)

Figure 46 : Schéma général montrant les principales caractéristiques du spectrométre a
mobilité ionique utilisé dans nos expériences. A) Aprés leur ionisation (source Nano-ESl), le
mélange d'ions peut étre transféré sans activation (FA20), piégé puis transféré jusqu'au
deuxieme tube ou leur temps de dérive est mesuré. B) Les ions peuvent également étre activés
ce qui engendre des conformations plus étendues (fleche rouge), piégés, puis transférés de la
méme fagon jusqu’au second tube de dérive.

On peut ainsi obtenir la distribution des temps d'arrivée (ATD) de I'ion analysé, c'est-a-
dire I'intensité de I'ion en fonction de son temps de dérive (en ms), ou sa distribution
suit une loi gaussienne dont la courbe est plus ou moins large selon I'hétérogénéité
conformationnelle des espéces portant la méme charge et selon I'ampleur de sa
diffusion dans le tube de dérive. Afin de prendre en compte les parameétres d‘ionisation
et de conformations de chaque analyte, la valeur de la section efficace de collision (CCS,
Q) a éteé calculée pour chaque état de charge (2) selon I'équation suivante (équation 13) :
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(Equation 13)

ou Kest la mobilité de I'ion dans le tube, ela charge élémentaire, NVle nombre d'atomes
d’'hélium dans le tube, m et M la masse de I'hélium et de I'ion, respectivement, &z la
constante de Boltzmann et 7 la température dans le tube. La mobilité K de I'ion est le
seul parametre inconnu dans le calcul de la CCS, et est définit comme (équation 14) :

% (Equation 14)

ou test le temps total entre I'injection des ions dans le tube de dérive et leur détection,
et fp le temps de dérive des ions entre la sortie du tube de dérive et le détecteur. L
représente la longueur du tube de dérive et £le champ électrique appliqué dans le tube.
Cette équation est du type y = ax + b. En modulant uniquement la valeur du champ
électrique £ il est alors possible de déterminer la valeur de la mobilité K de I'ion en
tracant la représentation linéaire :

1
t= )

ou la valeur de Kest déduite du coefficient directeur de la droite. Dans nos expériences,
5 tensions différentes ont été appliquées (250, 350, 400, 450 et 550 V) afin de déterminer
précisément la valeur des sections efficaces de collision de chaque ion. Afin d'éviter des
biais expérimentaux liés a I'accumulation d'énergie, I'application des différentes tensions
dans le tube n'a pas été croissante mais aléatoire.

Les mesures de stabilité des conformations les plus compactes ont été réalisées
dans les mémes conditions que les expériences précédentes, et 6 valeurs d'activation
(FA) ont été appliquées (20, 50, 80, 120, 150 et 190 V). La tension dans le tube 2 a été
fixée a 550 V et n'a pas été modulée, en conséquence les CCS n'ont pas été calculées
dans cette série d'expériences. La stabilité conformationnelle des conformations les plus
compactes a été déterminée en calculant la variation (en %) du temps de dérive mesuré
a FA190 (%4790 par rapport a celle a FA20 (%29 selon (équation 15) :

Variation (%) = tdlgtoﬂ x 100 (Equation 15)
d20

La variation de temps de dérive est inversement proportionnelle a la stabilité d'une
conformation.
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111.8 Etude des interactions biomoléculaires
111.8.1 Interférométrie de biocouche
a) Rappels théoriques

L'interférométrie de biocouche (BLI) est une technique de détection et de caractérisation
des interactions biomoléculaires en temps réel et sans marquage ou l'un des partenaires
est immobilisé a la surface d'un biocapteur (/igand) et I'autre est en solution (analyte
Shah & Duncan, 2074). La technique est basée sur le phénomene d'interférométrie, ou
une source lumineuse (lumiere blanche) est divisée en un premier faisceau illuminant
une couche biocompatible a I'extrémité du biocapteur sur laquelle est immobilisé le
ligand, et un second faisceau illuminant une référence interne (Figure 47). Les deux
faisceaux sont réfléchis et interferent de facon constructive ou destructive a différentes
longueurs d'onde et le motif d'interférence est détecté par une caméra CCD (charge
coupled device). Lorsque l'analyte interagit avec le ligand, le motif d'interférence du
faisceau réfléchi est décalé vers des longueurs d’'ondes plus importantes (b/ue shift) du
fait de I'augmentation de |'épaisseur du trajet optique. Ce décalage (shiff) est enregistré
au cours du temps et est présenté sous forme d'un sensorgramme (Figure 47).

Couche
de référence

Couche
biocompatible

Temps

Figure 47 : Principe de l'interférométrie de biocouche. En absence de variation d'épaisseur a
la surface du capteur, le phénomene d'interférence ne se produit pas (A), mais les ondes
interferent lorsque I'épaisseur du trajet optique varie, comme dans lors de l'interaction entre un
ligand (bleu) et un analyte (rouge) (B). Ce décalage de longueur d'onde (AA) est mesuré et tracé
en fonction du temps afin d'obtenir un sensorgramme (C). Fleche jaune : lumiére incidente,
ondes violette et grise : faisceaux réfléchis.
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Seules les molécules interagissant avec la surface du biocapteur provoquent une
modification du motif d'interférence. Une modification conformationnelle importante du
ligand a la surface du biocapteur peut également altérer |'épaisseur de la biocouche et
provoquer une variation du motif d'interférence, induisant une modification du décalage
de longueur d'onde (shiff) enregistré. L'utilisation de la BLI permet de suivre les
interactions en temps réel et d’en déduire les constantes cinétiques d'association (ka, en
M7's") et de dissociation (kd en s7) a partir desquelles est calculée la constante
d’'équilibre de dissociation (Kp, en M) reflétant I'affinité de I'analyte envers son ligand. La
détermination avec précision de ces parameétres nécessitent d'une part I'utilisation de
différentes concentrations en analyte et d'autre part qu'au moins 10 % des complexes se
dissocient lors de la phase de dissociation. Dans le cas contraire, il est possible d'extraire
la valeur de kobs (en s) qui est une constante de vitesse observée reflétant le
phénomeéne dynamique d'association - dissociation lors de la formation du complexe.
C'est une constante de vitesse reflétant les changements de vitesse d'association en
fonction de la diminution de la concentration en ligand libre (Wilson et al, 2070). La
valeur de k,»s ne peut étre déduite que de la phase d'association.

b) Crible des partenaires extracellulaires des ectodomaines des syndécans

Les expériences d'interférométrie de biocouche ont été réalisées sur un systeme Octet
RED96 (FortéBio, Molecular Devices). Les protéines criblées ont été immobilisées de
facon covalente par couplage amine sur un biocapteur AR2G (Amine Reactive Second-
Generation, FortéBio, Molecular Devices) en ajustant le pH de la solution des ligands (pH
< pHi) afin de favoriser leur immobilisation (Tableau VII). Le couplage amine implique la
formation d'esters de N-hydroxysulfosuccinimide (s-NHS) réagissant d’'une part avec les
fonctions carboxyliques présentes a la surface du capteur et d'autre part avec les
fonctions amines primaires présentes dans le ligand a immobiliser. Le biocapteur AR2G a
été activé de facon identique pour chaque protéine criblée et cette étape a été réalisée
dans une plaque 96 puits noir avec 200 pl de solution. Le biocapteur a été équilibré au
moins 10 minutes dans de I'eau distillée afin d'éliminer le saccharose utilisé pour son
stockage. Il a ensuite été trempé dans de |'eau distillé pendant 60 s, puis dans une
solution contenant du s-NHS 20 mM et du 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) 40 mM dilués dans de I'eau distillée pendant 300 s. Le capteur a
ensuite été trempé dans la solution de protéine criblée pendant 300 s (Tableau VII) puis
les groupements activés n'ayant pas réagi ont été neutralisés dans une solution
d’'éthanolamine 1 M pH 8,5 diluée en eau distillée pendant 300 s.
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Enfin, les capteurs activés ont été trempés successivement dans deux puits contenant du
tampon HBS-P20 0,05 % (v/4) pH 7,4 pendant 180 s chacun (le P20 étant un détergent),
et stockés ainsi jusqu'aux expériences d'interactions réalisées moins d'une dizaine de

minutes apres lI'immobilisation des protéines criblées. Toutes les protéines criblées sont

d’'origine humaine (Tableau VII).

Ligands Référence Concentration Tampon
9 (ng/ml) d’'immobilisation
w-svnucléine SP480 100 Acétate de sodium 10 mM
y Boston Biochem pH 3,0
Anastellmg or F3542 Maléate de sodium 10 mM
(Fragment C-terminal du 1 Siama-Aldrich 100 H 6.2
domaine FNIII de la fibronectine) 9 P 5,
\ C7521 Maléate de sodium 10 mM
Collagene IV Sigma-Aldrich 250 pH 5,0
Domaine NCI du collagéne VIl Exprime 'au 100 Acetate de sodium 10 mM
laboratoire pH 4,0
Ectodomaine du collagene XVII Exprime .au 250 Maleate de sodium 10 mM
laboratoire pH 5,0
Ectodomaine du collagene XXl Exprime .au 100 Maleate de sodium 10 mM
laboratoire pH 5,0
Ectodomaine du recepteur a 2396-DR Acétate de sodium 10 mM
domaine discoidine de type 1/ 50
R&D Systems pH 5,0
DDR-1
Ectodomaine du recepteur 3 2538-DR Acétate de sodium 10 mM
domaine discoidine de type 2 / R&D Svstems 20 H 50
DDR-2 y P>
Endostatme. Exprimée au Maléate de sodium 10 mM
(Fragment C-terminal du laboratoire 128 H 6.2
collagene XViil) P 5
: . . F2518 Maléate de sodium 10 mM
Fibronectine cellulaire Sigma-Aldrich 100 oH 6.2
Facteur de croissance C60240 50 Maléate de sodium 10 mM
fibroblastique 2 / FGF-2 Promokine pH 6,2
 Leukocyte-associated 2664-LR Acétate de sodium 10 mM
immunoglobulin-like receptor 1 50,25
R&D Systems pH 4,0
LAIR-1
Lysyl oxidase like-2 2639-A0 257 Acétate de sodium 10 mM
LOX-L2 R&D Systems pH 4,0

Tableau VII (1/2): Protéines immobilisées lors

interférométrie de biocouche.

des cribles d’interactions réalisés par
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lligands Référence Concentration Tampon
(ng/ml) d’immobilisation
f;;‘;f;pj;;:ii:;ﬁcjtg 7586-MA 625 Maléate de sodium 10 mM
R&D Systems pH 6,2
collagenous structure
Ectodomaine de la Neuropiline 1 Exprimé au 50 Acétate de sodium 10 mM
/ NRP1 laboratoire pH 5,0
Propeptide de la lysyl oxydase Exprimé au 100 Maléate de sodium 10 mM
PPLOX laboratoire pH 6,2
Ectodommaine du 7umor H00084168-P01
endothelium marker 8 /| TEM-8 Abnova 17 HBS-P20 0,05 % (/1)
Facteur de Nécrose Tumorale 210-TA 50 Acétate de sodium 10 mM
alpha / TNF-a R&D Systems pH 5,0
Facteur de croissance de V7259 125 Maléate de sodium 10 mM
I'endothélium vasculaire / VEGF Sigma-Aldrich ' pH 6,2
Ectodomaine du récepteur de
type 2 au facteur de croissance 357-KD 250 Maléate de sodium 10 mM
de I'endothélium vasculaire / R&D Systems pH 6,2
VEGFR-2

Tableau VII (2/2) : Protéines immobilisées lors des cribles d’interactions réalisés par
interférométrie de biocouche.

Les expériences d'interaction ont été réalisées en trempant les capteurs sur lesquels ont
été immobilisées les protéines cibles dans deux puits consécutifs contenant 200 ul de
tampon HBS-P20 0,05 % (v/4) ph 7,4 pendant 60 s puis pendant 300 s dans 200 pl de
solutions d’ectodomaines des syndécans exprimés en systeme procaryote purifiés. Les
ectodomaines des syndécans ont systématiquement été utilisés en tant qu’analytes afin
de conserver leur caractere flexible. Ils ont été dilués a une concentration de 500 nM
dans le tampon HBS-P20 0,05 % (v/V). L'étape de dissociation a été effectuée pendant
300 s dans le tampon HBS-P20 0,05 % (v/V). Puis le capteur a été stocké dans le méme
tampon. La totalité des expériences a été réalisée a 25 °C et sous agitation (1000 rpm).

Un capteur de référence a systématiquement été activé dans les mémes conditions que
décrit précédemment mais en absence de ligand. Le sensorgramme de référence obtenu
par immersion dans l'analyte a été soustrait a celui correspondant a I'expérience
effectuée avec le ligand pour évaluer la fixation non spécifique de I'analyte a la surface
du capteur.

127




¢) Complexe entre ['anastelline et les ectodomaines des syndecans

La totalité des expériences a été realiseée en immobilisant I'anastelline sur des capteurs
AR2G et en utilisant les ectodomaines syndécans portant leurs chaines de
glycosaminoglycanes (d'origine commerciale), les ectodomaines des syndécans exprimés
en systeme procaryote (sans chaines de glycosaminoglycanes) ou les
glycosaminoglycanes comme analytes (Tableau VIII). L'activation des capteurs AR2G a
été réalisée dans les mémes conditions que précédemment.

Les capteurs activés ont été trempés pendant 300 s dans une solution d'anastelline
(F3542, Sigma-Aldrich) diluée a une concentration de 100 pg/ml en tampon maléate de
sodium 10 mM pH 6,2 puis dans deux puits contenant le tampon HBS-P20 0,05 % (v/)
pH 7,4 pendant 60 s chacun avant les étapes d'interactions (Tableau VIII). L'étape de
dissociation a systématiquement été effectuée dans ce méme tampon pendant 600 s. La
totalité des expériences a été réalisée a 25 °C et sous agitation (1000 rpm).

puelies Référence Présence des Concentration
GAGS (uM)
Crible général des ectodomaines des syndécans portant leurs chaines de GAGs (SDCs) ou
non (EDs) et des GAGs seuls
Ectodomaine du syndécan-1 + GAGs 2780 . 03
SDC-1 R&D Systems '
Ectodomaine du syndécan-2 + GAGs 2965 N 03
SDC-2 R&D Systems '
Ectodomaine du syndécan-3 + GAGs 3539 N 03
SDC-3 R&D Systems '
Ectodomaine du syndécan-4 + GAGs 2918 N 03
SDC-4 R&D Systems '
Héparane sulfate / HS GAG-HS01
. . + 5
(Mugueuse intestinale de porc) Iduron
Chondroitine sulfate / CS C6737 . 5
(Cartilage bovin) Sigma-Aldrich
Ectodomaine du syndécan-1 i 5
ED-1
Ectodomaine du syndécan-2
. - 5
ED-2 Exprimés au
Ectodomaine du syndécan-3 laboratoire
- 5
ED-3
Ectodomaine du syndécan-4 ) 5
ED-4

Tableau VIII (1/2): Conditions expérimentales des expériences d’interférométrie de
biocouche. Le tampon HBS-P20 0,05 % (1/V) pH 7,4 a été utilisé pendant la phase d'association.
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Concentration de Tampon

Anal
nalytes I'analyte (uM) Phase d’association

A) Influence de la force ionique

HBS-P20 0,05 % (v/V)

ED-1 > pH 7,4 + CHAPS 3 mM
D1 : HBS-P20 0,05 % (V)
(NaCl 0,15 M) pH 7,4
D1 : HBS-P20 0,05 % (V)
(NaCl 0,3 M) pH 7,4
D1 c HBS-P20 0,05 % (V)
(NaCl 0,6 M) pH 7,4
D1 : HBS-P20 0,05 % (V)

(NaCl 1,0 M) pH 7,4

B) Influence du pH

HBS-P20 0,05 % (v/V)

ED-1 5 pH 7.4
Maléate de sodium 10 mM - P20 0,05 % (v/V)
ED-1 5
pH 6,2
Acétate de sodium 10 mM - P20 0,05 % (vV)
ED-1 5
pH 5,0
C) Interaction entre un oligosaccharide d’héparine (dp8) et I'anastelline
Dp8 d'héparine 5 HBS-P20 0,05 % (v/V)
(Iduron, HOQ08) pH 7,4
[ HexUA(2S) — GIcNS(6S)— 5 Acétate de sodium 10 mM - P20 0,05 % (v/V)
(IdoUA(2S) — GIcNS(6S)x3 ] pH 5,0

Tableau VIII (2/2): Conditions expérimentales des expériences d’interférométrie de
biocouche. Caractérisation de linteraction entre l'anastelline avec A-B) I'ectodomaine du
syndécan-1 (ED-1) et C) un octasaccharide d'héparine de degré de polymérisation 8 (dp8). ED-1
a été exprimé en systeme procaryote et est dépourvu de chaines de glycosaminoglycanes.
HexUA(2S), GIcNS(6S) et IdoUA(2S) représentent un résidu d'acide hexuronique 2-
sulfaté, de glucose N- et 6-sulfaté ou d'acide iduronique 2-sulfaté, respectivement.

La recherche du complexe ternaire entre I'anastelline, I'ectodomaine du syndécan-1 (ED-
1) et les chaines d’'héparane sulfate (HS — Iduron, HS-GAGO1) ou de |'octasaccharide
d'héparine (dp8 — Iduron, HO08) a été réalisée en immobilisant I'anastelline dans les
mémes conditions que précédemment. Les concentrations d'analytes (ED-1 et HS ou
dp8), I'ordre des trempages ainsi que les détails des expériences sont résumées dans le
Tableau IX. La totalité des expériences a été réalisée dans du tampon HBS-P20 0,05 %
(w1, a 25 °C et sous agitation (1000 rpm).
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Trempage 1 Trempage 2 Trempage 3 Trempage 4
Chargement Ligne de base Association Dissociation libre
ED-1 (5uM) (Deux a la suite) HS ou dp8 (5 uM) en tampon
Complexe ternaire
Anastelline - ED-1 - 900 s 300 s
HS ou dp8
. HBS-P20 0,05 % 5 HBS-P20 0,05 %
Complexe binaire HBS-P20 0,05 %
Anastelline - ED-1 00s v (vV), 300 s ()
Comblexe binai 480 s au total : 300s
omp e.xe inaire |\, oc 5o 0,05 %
Anastelline - HS ou 300 s
dps8 (v1), 900 s

Tableau IX: Formation des complexes binaires et ternaires par BLI. Les trempages,
numérotés de 1 a 4, des capteurs sur lesquels I'anastelline a été immobilisée ont été réalisés de
facon séquentielle. Le temps de contact pour chaque étape est indiqué. La dissociation des
chaines d’'héparane sulfate (HS) ou de |'octasaccharide d’héparine (dp8) a été réalisée dans le
méme puits que la deuxieme étape de ligne de base dans le tampon HBS-P20 0,05 % (v/1) du
trempage 2. La totalité des expériences a été réalisée dans du tampon HBS-P20 0,05 % (v4) y
compris le tampon dans lequel les analytes ont été dilués.

La saturation du ou des sites d'interaction des chaines d'héparane sulfate sur
I'anastelline a été réalisée en trempant une série de capteurs ou a été immobilisée
I'anastelline dans les mémes conditions que précédemment. Puis les capteurs ont été
trempés dans une solution d'ED-1 diluée a 5 uM en tampon HBS-P20 0,05 % (v/4) pH 7,4
pendant 0 s (contrdle), 90, 300, 600, 1200 et 3 600 s. Deux lignes de bases ont été
réalisées (360 s) en trempant les capteurs dans du tampon HBS-P20 0,05 % (v/v) puis les
capteurs ont été trempés dans une solution d'octasaccharide d'héparine (dp8) pendant
300 s avant que la dissociation soit effectuée en tampon comme décrit précédemment.

d) Etude des interactions entre les globules rouges et le fibrinogene

5 ml de sang d'un sujet sain ont été collectés dans des tubes EDTA, héparine et citrate
puis centrifugés a température ambiante pendant 10 min a 500 x g. Le plasma a été
éliminé et le culot de globules rouges a été resuspendu dans un tampon HEPES 10 mM,
NaCl 133 mM, KCI 4,5 mM a pH 7,4 (tampon de course) puis la suspension a été lavée a
température ambiante par trois cycles de 5 min de centrifugation a 500 x g. Le culot de
globules rouges a ensuite été resuspendu dans le méme tampon et la suspension a été
laissée 10 minutes sur roue (10 rpm) a température ambiante.

130




Une partie de la suspension de globules rouges (hématocrite de 40 %) a été soumise a la
digestion par la neuraminidase (N2876, Sigma-Aldrich) a une concentration de 400
mU/ml pendant 60 min au bain-marie (37°C). Les globules ont ensuite été lavés par
centrifugation comme décrit précédemment et le culot de globules rouges a été
resuspendu dans le tampon de course a un hématocrite de 40 %.

Les expériences de BLI ont été effectuées sur un systeme Octet RED96 (FortéBio,
Molecular Devices). Les capteurs AR2G ont été activés de facon similaire au protocole
précédent puis trempés dans une solution de poly-D-lysine (Corning) a une
concentration de 100 ug/ml en présence de NaCl 1 M afin de I'immobiliser de fagon
covalente a la surface des capteurs. Les capteurs ont ensuite été trempés dans le tampon
de course pendant 360 s puis la capture des globules rouges (traités ou non a la
neuraminidase) s'est effectuée en immergeant les capteurs pendant 20 min dans une
suspension de globules rouges (1x10° globules rouges / pl). Une ligne de base a été
effectuée pendant 360 s dans le méme tampon puis les capteurs ont été trempés
pendant 180 s dans une solution de fibrinogéne 100 pug/ml (F3879, Sigma-Aldrich) dans
le méme tampon et contenant du CaCl, 1 mM. Les complexes ont été dissociés en
tampon seul pendant 300 s. La totalité des expériences a été réalisée a 25 °C et sous
agitation (1000 rpm).

111.8.2 Docking
a) Docking d’un peptide de I'ectodomaine du syndécan-1 sur l'anastelline

Les procédures de docking ont été effectuées sur le serveur spécialisé dans le docking
protéine - peptide CABS-Dock (Kurcinski et al., 2015, Kurcinski et al, 2020). L'anastelline
a été utilisée comme récepteur et la structure de la séquence de 26 résidus présents
dans I'ectodomaine du syndécan-1 (**DITLSQQTPSTWKDTQLLTAIPTSPE’) a été générée
de par le serveur a partir d'un jeu de conformations de peptides, puis utilisée comme
ligand. La premiere structure résolue par résonance magnétique nucléaire de
I'anastelline (PDB: 1Q38, 35 structures au total) a été modifiée de facon a ce que sa
séquence en acides aminés soit identique a la séquence de la protéine commerciale
(Figure 48). A I'extrémité N-terminale de la séquence de la protéine commerciale, les
résidus '"MRGS* ont été supprimés et un résidu de méthionine a été ajouté. Les résidus
présents a l'extrémité C-terminale "*TPGSRSHHHHHH® et contenant I'étiquette 6xHis
ont été supprimés. La structure modifiée de |'anastelline a été utilisée comme récepteur
et les parametres du serveur CABS-Dock ont été laissés par défaut.
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Com -—-MNAPQPSHISKYILRWRPKNSVGRWKEATIPGHLNSYTIKGLKPGVVYEGQLISIQQ 57

1038 MRGSNAPQPSHISKYILRWRPKNSVGRWKEATIPGHLNSYTIKGLKPGVVYEGQLISTIQQ 60
Kok kK ok ok Kk ok kK ok kK ok K ok ok Kk ok ok ok ok K ok ok ok ok ok K ok kK ok ok K ok kK ok kK ok ok ok ok kK

Com YGHQEVTRFDFTTTSTS—-—-———=-——=——— 74

1038 YGHQEVTRFDFTTTSTSTPGSRSHHHHHH 89

khkkhkkkhkkkhhkkhhkkhkkk k%

Figure 48: Alignement de la séquence de l'anastelline commerciale (Com) et de la
séquence utilisée pour obtenir la structure tridimensionnelle de I'anastelline (PDB : 1Q38).
L'alignement a été réalisé par Clustal Omega.

b) Docking d’oligosaccharides d'héparine et d’héparane sulfate sur I'anastelline

Ces expériences ont été réalisées par Martyna Maszota-Zieleniak et Sergey Samsonov
(Université de Gdansk, Pologne). Le premier modele de l'anastelline (parmi les 35
structures, PDB: 1Q38) a été utilisé comme récepteur et 5 oligosaccharides de
glycosaminoglycanes comme ligands (Tableau X). Les expériences de docking ont été
réalisées avec Autodock 3 (Morris et al, 7998) ol une grille cubique de 126 A de coté
contenant la totalité de la structure de I'anastelline a éte utilisée.

100 cycles de I'algorithme génétique Lamarckien ont été réalisés (taille de la population
initiale : 300, 10° générations, 9995 x 10° calculs d'énergie). Les 50 poses les plus
énergétiquement favorables ont été regroupées en clusters par l'algorithme DBSCAN
(Ester et al, 71996). Concernant les simulations par dynamique moléculaire, 5 structures
représentatives des clusters ont été sélectionnées. Les simulations ont été effectuées
avec le programme AMBER16 avec le champs de force ff14SB (Maier et al, 2075) pour la
protéine et GLYCAMOG6 (Kirchner et al. 2008) pour les oligosaccharides dans le modele de
boite d'eau TIP3P (Jorgensen et al. 1983). Les structures initiales ont été neutralisées par
des contres ions. Le protocole de dynamique moléculaire a été divisé en 4 étapes. 7500
étapes de minimisation d'énergie ont d'abord été réalisées afin de supprimer les clashes
stériques. Puis, le systeme a été chauffé jusqu’a 300 K pendant 10 ps puis les simulations
ont été réalisées avec une température et une pression constante jusqu'a que la densité
se stabilise autours de 1 g/ml. Apres trois étapes d'équilibration du systeme, 25 ns de
simulations ont été réalisées a pression et température constantes. Le programme
CPPTRAJ présent dans la suite AMBER17 (Wang et al, 2006) a finalement été utilisé pour
I'analyse des trajectoires. Le programme AMBER16 a été utilisé pour I'analyse
énergétique des trajectoires et pour déterminer la participation énergétique de chaque
résidu d'acides aminés dans l'interaction avec les oligosaccharides.
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Noms des Séquence des Source / création des
oligosaccharides oligosaccharides oligosaccharides

Oligosaccharides d’héparine

HE dp4 [ GIcNS(6S)-1doA(2S) ] x 2

Samsonov et al, 2075
HE dp6 [ GIcNS(6S)-1doA(2S) ] x 3 Sattelle et al, 20713
HE dp8 [ GIcNS(6S)-1doA(2S) ] x 4

Oligosaccharides d’héparane sulfate

HSNA (dp4) G|CNAC—G|CUA-G|CNAC-|dOUA GLYCAM web server

HSNS (dp4) GICNS(6S)-GIcUA-GICNS(6S)-1doUA(2S) http://glycam.org

Tableau X : Ligands utilisés lors des expériences de docking et de dynamique moléculaire.

¢) Docking d'un oligosaccharide et de I'acide N-acétylneuraminique sur le
fibrinogéne

Les expériences de docking ont été réalisées localement avec la suite AutoDock Vina
(version 4.2.6, Trott & Olson, 2070). Les atomes d'hydrogene des groupements polaires
des résidus du fibrinogene (PDB : 3GHG) ont été ajoutés et les molécules d'eau ont été
supprimées. Les structures de l'acide N-acétylneuraminique (NANA) et de la O-
glycosylation de la glycophorine A (O-GPA) ont été créés par |'outil CarbohydrateBuilder
(Glycam.org, Complex Carbohydrate Research Center, The University of Georgia, USA)
selon la séquence suivante (Aoki, 2077) :

NeuSAca2 -» 3Gal[31\

3
GalNAc a
6

NeuSAc a

ou les résidus Neu5Ac, Gal et GalNAc correspondent aux résidus de N-
acétylneuraminique, de galactose et de N-acétylgalactosamine, respectivement.
Le fibrinogene étant un homodimere trés étendu (= 45 nm de long), un seul monomere

(composé de trois chaines, a,B,y) et I'interface entre les deux monomeres ont été utilisés
durant ces expériences. Le monomére a été divisé en 5 grilles (cubes de 90 A de cété,
espacement de 1 A) ol les grilles se chevauchaient sur environ la moitié de leur
longueur. 40 modeéles ont été générés par grille (200 au total) avec une exhaustivité de
32.
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111.8.3 Détermination du site d’interaction entre I'anastelline et
I'’ectodomaine du syndécan-1 par spectrométrie de masse en tandem

L'anastelline et I'ectodomaine du syndécan-1 exprimé en systeme procaryote ont été
réticulés par du 3,3"-dithiobis(sulfosuccinimidylpropionate), DTSSP, puis les complexes
obtenus ont été analysés par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) sur la
plateforme Protein Science Facility (Institut de Biologie et Chimie des Protéines, Lyon).

L'ectodomaine du syndécan-1 (ED-1), dilué a une concentration de 20 uM (environ 540
pug/ml), et I'anastelline (F3542, Sigma-Aldrich), diluée a une concentration de 60 uM
(environ 504 pg/ml), ont été incubés a température ambiante pendant 30 min en
tampon HBS en présence de DTSSP 4 mM (21578, Pierce), dont la solution mere (20 mM)
a été préparée extemporanément. La neutralisation du DTSSP a été effectuée par du
Tris-HCl pH 7,4 a une concentration finale de 300 mM pendant 15 min a température
ambiante et les complexes réticulés ont été conservés a - 20 °C avant leur analyse. Les
analyses par spectrométrie de masse ont été effectuées sur des complexes avec et sans
étapes de réduction par du Tris(2-carboxyethyl)phosphine), TCEP, 5 mM et d'alkylation
par l'iodoacétamide 10 mM. Les analyses ont été précédées d'une digestion des
complexes par la chymotrypsine (pendant 5 h a 25°C) puis la trypsine (toute la nuit a
37°C) et I'échantillon a été dessalé sur microcolonne C18 (Pierce).

1 pl de I'échantillon digéré a été injecté sur un spectrometre de masse Q Exactive HF
(Thermo Scientific) suivant un gradient de 60 min en mode TOP20 HCD (les 20 ions les
plus intenses sont automatiquement sélectionnés pour analyse par MS-MS). Les fichiers
de données ont ensuite été traités avec deux approches. L'identification des peptides a
été réalisée par Proteome Discoverer 2.4 en utilisant le moteur de recherche SEQUEST
HT et en restreignant la recherche a la banque de données contenant les deux
séquences d'ED-1 et de I'anastelline.

Les modifications potentielles induites par le DTSSP ont été prises en compte : une
différence de masse de +174 Da est détectée si la liaison est inter- ou intra-protéines, de
+192 Da si I'agent réticulant est hydrolysé a une extrémité (dead end) et de +145 Da
apres réduction du pont disulfure du DTSSP et alkylation par l'iodoacétamide. La
validation des peptides identifiés a été faite par une approche « Fixed Value » basée sur
les scores SEQUEST. La recherche des sites d'interactions a été réalisée grace deux
logiciels dédiés (MeroX, v2.0 et pLink, v2.3.9).
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111.8.4 Turbidimétrie

L'anastelline (Sigma, F3542) a été incubée a une concentration de 60 uM avec
I'ectodomaine du syndécan-1 (20 uM) pendant 112 h a 37°C sous agitation (environ 200
rpm) dans du tampon HBS (pH 7,4) ou d'acétate de sodium 10 mM (pH 5,0). Les mesures
de turbidimétrie ont été effectuées au bout de 65, 72 et 112 h d'incubation sur un
spectrophotometre Cary 60 UV-VIS (Agilent Technologies) équipé d'un adaptateur ayant
un trajet optique de 1 mm. Les mesures ont été effectuées sur la gamme 700 — 200 nm a
température ambiante.

111.8.5 Fluorimétrie

Les expériences de fluorimétrie ont été réalisées sur un spectrofluorimetre Jasco FP-8500
selon le protocole décrit par Nilsson (2004). 9 spectres ont tout d'abord été enregistrés
sur 1 ml de solution de thioflavine T 50 uM (Sigma, T3516) en PBS filtré sur membrane
d'acétate de cellulose 0,2 um, puis moyennés. 30 ul d'échantillons d'ED-1, d'anastelline
ou du complexe incubés a 37°C a pH 5,0 ont été ensuite directement ajoutés a la cuve
contenant la solution de thioflavine T et 9 spectres ont de nouveau été enregistrés puis
moyennés. La longueur d'onde d'excitation a été fixée a 440 nm (bande passante de 5
nm) et I'émission de fluorescence a été enregistrée sur la gamme 460 — 600 nm (bande
passante de 10 nm) avec un pas de 0,2 nm. Les mesures ont été effectuées dans une
cuve de 1 cm de trajet optique a température ambiante.

111.9 Digestion des glycosaminoglycanes et des acides sialiques a la surface des
globules rouges

Les echantillons de sang ont été collectés a partir de sujets sains (génotype AA) et de
patients atteints de drépanocytose (génotype SS) dans des tubes EDTA. Le
consentement individuel de chaque donneur a été obtenu et le protocole a été
approuvé par le comité d'éthique des Hospices Civils de Lyon — CPP Est (L14-127) en
accord avec les directives de la déclaration d'Helsinki. Les globules rouges ont été lavés
par 3 séries de centrifugation a 4°C pendant 10 minutes a 500 x g en tampon phosphate
salin pH 7,2 (PBS, Sigma-Aldrich, D8537). Le culot de globules rouges a ensuite été
resuspendu et les cellules ont été incubées en PBS pendant 60 minutes a 37°C au bain-
marie et a un hématocrite de 40 %, en présence de différentes concentrations d'enzymes
(Tableau XI).
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Détails des Concentrations finales
enzymes utilisées (mU/ml)
Héparinase IlI o7
Sigma-Aldrich (H8891) ;(5)2
Source : Flavobacterium heparinum 400
Chondroitinase ABC 50
Sigma-Aldrich (C2905) 250
Source : Proteus vulgaris 500
Hyaluronidase 100
Sigma-Aldrich (H3631) 250
Source : Testicule bovin 500
Neuraminidase
. . 400
Sigma-Aldrich (N2876) 600
Source : Clostridium perfringens

Tableau Xl: Détails des enzymes utilisées dans les expériences d’'hydrolyse des
constituants du glycocalyx des globules rouges sains et drépanocytaires.

Apres la digestion enzymatique, les globules rouges ont été centrifugés a température
ambiante pendant 5 minutes a 500 x g et le surnageant a été recueilli. Les cellules ont
ensuite été lavées en PBS par 2 séries de centrifugation dans les mémes conditions. Les
globules rouges ont été resuspendus a un hématocrite final de 40 % soit dans leur
plasma autologue, ce qui permet de mesurer leur agrégation, soit dans une solution de
dextran 3 % (m/V) en PBS (Sigma-Aldrich, 31390) de poids moléculaire moyen de 70 kDa.
La resuspension des globules rouges dans une solution de dextran permet de mesurer
leur agrégabilité, c'est-a-dire leur capacité intrinséque a s'agréger. Enfin, la suspension a
été oxygénée pendant 10 minutes comme recommandé (Baskurt et al, 2009 avant les
différentes séries de mesures.

111.10 Mesures rhéologiques effectuées sur les globules rouges
111.10.1 Mesure de la déformabilité des globules rouges (ektacytométrie)

Les mesures de déformabilité ont uniquement été réalisées sur les globules rouges
resuspendus dans leur plasma autologue avec I'ektacytométre LORRCA MaxSis (Laser-
assisted Optical Rotational Cell Analyser, Mechatronics, Pays-Bas) a 37°C.
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L'appareil se compose de deux cylindres concentriques (systeme Couette) séparés
d’'environ 300 pm (entrefer) ou la suspension de globules rouges a été déposée. La mise
en mouvement du cylindre interne permet de soumettre les globules rouges a des forces
de cisaillement selon I'équation suivante :

Force de cisaillement (t; Pa) = Viscosité (; Pa.s) X Vitesse de cisaillement (y;s™1)

Il n'est cependant pas possible de déposer la suspension de globule rouge telle quelle,
car cela induirait une vitesse de rotation trop importante du fait de la faible viscosité du
sang (entre 4,8 et 5,3 cP pour des vitesses de cisaillement supérieure & 200 s™'). 7 ul de
suspension de globules rouges ont alors été mélangés avec une solution de
polyvinylpyrrolidone de viscosité plus importante (27 cP a 37°C). La vitesse de rotation
étant connue, il est alors possible d'imposer aux globules rouges des forces de
cisaillement déterminées. Un laser de longueur d'onde de 670 nm est ensuite émis du
cylindre externe et cible une caméra CCD devant laquelle I'échantillon circule. Le rayon
est diffracté par les globules rouges de I'échantillon. Le spectre de diffraction enregistré
par la caméra CCD, est retransmis sur I'écran d'ordinateur et est de forme ellipitique sur
lequel le logiciel adapte une ellipse théorique de dimensions connues (en pixels). Pour
une méme force de cisaillement, au moins 50 spectres sont mesurés et 50 ellipses
adaptées afin de mesurer la déformabilité moyenne des globules rouges, exprimée en
indice d'élongation, El :

A et B étant les axes majeur et mineur, respectivement, de l'ellipse théorique. La
résultante est un graphique représentant I'évolution de l'indice d'élongation en fonction
des forces de cisaillement appliquées.

111.10.2 Mesure de I'agrégation et de I'agrégabilité des globules rouges

La mesure de l'agrégation est effectuée en plasma et reflete la tendance qu'ont les
globules rouges a interagir ensemble pour former des rouleaux. L'agrégation peut étre
provoquée par des facteurs plasmatiques. L'agrégabilité, en revanche, caractérise la
capacité intrinseque des globules rouges a former des agrégats, et n'est donc pas due a
des facteurs externes.
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Ces mesures ont été effectuées avec I'appareil Myrenne (GmbH, Allemagne). 10 ul de
globules rouges, préalablement resuspendus soit dans leur plasma autologue soit dans
une solution de dextran 3% (m/V) de 70 kDa, ont été déposés entre le cOne présent dans
I'appareil et une lame de microscope. Le cOne est en rotation, imposant ainsi a
I'échantillon une vitesse de cisaillement déterminée (600 s™) pendant 10 secondes, ce
qui désagrege de potentiels agrégats de globules rouges. Puis un rayon lumineux émis
par une diode électroluminescente infrarouge traverse le systeme, d'environ 1,5 mm
d'épaisseur. L'intensité lumineuse est enregistrée et sa valeur dépendra du nombre et de
la taille des agrégats formés pendant une période de 5 secondes une fois le cisaillement
stoppé. Deux programmes existent : soit le signal est enregistré alors que le cone n'est
plus en rotation pendant la mesure (fonction M) et I'agrégation/agrégabilité sera donc
mesurée en stase, soit le signal est enregistré alors que le cone tourne encore et a faible
vitesse (fonction M1), ce qui permet de mesurer 'agrégation/agrégabilité des globules
rouges a faible vitesse de cisaillement (3 s). La fonction M1 donne des valeurs
généralement plus importantes que I'indice M étant donné que la faible rotation du
cone potentialise la rencontre des globules rouges et donc I'agrégation/agrégabilité. La
transmittance de la lumiére est mesurée et exprimée sous forme d'une valeur
adimensionnelle en unité arbitraire. Plus la valeur est élevée, plus
I'agrégation/agrégabilité est importante.

111.10.3 Analyses statistiques

La déformabilité et I'agrégation/agrégabilité des sangs prélevés de sujets sains ou de
patients drépanocytaires sans digestion enzymatique ont été comparées avec le test de
Mann-Whitney.

L'effet des digestions enzymatiques sur les propriétés rhéologiques des globules rouges
a été évalué en utilisant I'analyse de la variance (ANOVA) de Friedman pour mesures
répétées suivie du test post hoc de Dunn. Une p-value < 0,05 a été considérée comme
statistiquement significative et la Iégende suivante a été utilisée : * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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CHAPITRE IV

RESULTATS
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V.1

CARACTERISATION STRUCTURALE
DES ECTODOMAINES DES SYNDECANS
SANS GAGS
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IV.1.1 Expression et purification des ectodomaines de syndécans sans GAGs

Apres les étapes de transformation et de mise en culture des clones, I'expression des
ectodomaines de syndécans sous forme recombinante (EDs) a été suivie par
électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et réductrices
(SDS-PAGE) avant et apres induction par I'IPTG (Figure 49).

ED-1 ED-2 ED-4 ED-3
IPTG - + - + - + -+
= <130
<100
<70
- ~-— 40

15

10

—

Figure 49 : Analyse par électrophorése en conditions dénaturantes et réductrices de
I'expression en systéme procaryote des ectodomaines des syndécans. 5 pl de culture d'£ coli
BL21 (DE3) non induite (-) ou induite par I'lPTG 1 mM pendant 3 h (+) ont été dilués dans 15 pl
de tampon de charge réducteur (B-mercaptoéthanol 5 % (v/4)) puis la totalité a été déposée sur
gel de polyacrylamide 15 %. 5 yl de marqueurs de masses moléculaires Spectra Low Range
(26628, ThermoFisher pour ED-1, -2 et -4) ou PageRuler (26616, ThermoFisher pour ED-3) ont
été déposés. Les protéines ont été colorées par du bleu de Coomassie InstantBlue (ISB1L, Sigma-
Aldrich). Les masses moléculaires sont en kDa.

L'analyse par électrophorese montre que les ectodomaines des syndécans sont exprimés
et que 3 heures d'induction sont nécessaires. Cependant, les masses moléculaires
apparentes des ectodomaines des syndécans different des masses théoriques calculées a
partir de la séquence en acides aminés. ED-1 migre a une masse moléculaire d'environ
40 kDa, ED-2 et ED-4 a environ 25 kDa et ED-3 n'a pas suffisamment migré dans le gel
afin de déterminer sa masse moléculaire apparente précisément, mais semble étre aux
alentours de 100 kDa.
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Les masses moléculaires théoriques attendues sont de 27,2, 17,2, 38,8 et 18,0 kDa pour
ED-1 a ED-4, respectivement. Les culots de bactéries ont ensuite été lysés
mécaniquement et les lysats ont été clarifiés par centrifugation avant d'étre purifiés par
chromatographie d'affinité sur une résine Ni-NTA en tampon HEPES salin (HBS) (Figure
50). L'élution des EDs a été effectuée par compétition en effectuant 3 paliers successifs
avec des concentrations d'imidazole de 100, 300 et 500 mM. Les ectodomaines des
syndécans ont été retenus sur la résine Ni-NTA, bien que l'interaction avec la résine ne
soit pas optimale car une faible quantité d’ectodomaine de syndécans est présente dans
les fractions de lavage par I'imidazole 10 et 20 mM. Les 4 ectodomaines ont été élués
par lI'imidazole 100 mM et en plus faible quantité a la concentration de 300 mM.
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Figure 50 : Purification par chromatographie d’affinité Ni-NTA des 4 ectodomaines de
syndécans. Entre 5 et 10 pl de solution initiale (5, de fraction non retenue (FNR) ou de lavage
en HBS seul (HBS) ou en présence d'imidazole 10 ou 20 mM (70 mM, 20 mM) et 15 pl de
fractions éluées par 100, 300 ou 500 mM d'imidazole ont été déposés sur un gel de
polyacrylamide 15 % (ED-1, -2 et -4) ou 8 % (ED-3). 5 pl de marqueurs de masses moléculaires
PageRuler (26616, ThermoFisher pour ED-1, -3 et -4) et Spectra Low Range (26628, ThermoFisher
pour ED-2) ont été déposés en conditions non réductrices. Les protéines ont été colorées par du
bleu de Coomassie InstantBlue (ISB1L, Sigma-Aldrich).
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Cette premiere purification permet I'élimination de la majorité des contaminants sur un
support ayant une grande capacité de fixation des protéines possédant une étiquette
poly-histidines. L'analyse par SDS-PAGE en conditions non réductrices montre la
présence de deux bandes pour ED-4, migrant a environ 28 et 64 kDa, soit un rapport
d’'environ 2, suggérant une dimérisation médiée par un pont disulfure. L'utilisation d'un
gel 8 % en polyacrylamide a également permis d’estimer la masse moléculaire apparente
d’'ED-3 a environ 89 kDa (Figure 50).

Une seconde étape de purification a été réalisée sur une résine portant un anticorps
anti-FLAG pour éliminer les contaminants dans les fractions éluées lors de la purification
sur résine Ni-NTA. Etant donné que la capacité de la résine anti-FLAG est de 'ordre de
0,6 a 1 mg de protéine par ml de résine (contre 20 a 50 mg/ml pour les résines Ni-NTA),
les éluats issus de la purification Ni-NTA ont été dilués entre 4 et 8 fois en tampon afin
de ne pas saturer la résine anti-FLAG. L'avantage de |'utilisation de cette résine réside
dans la haute spécificité de l'anticorps couplé a l'agarose vis-a-vis du peptide FLAG
présent a I'extrémité C-terminale des EDs recombinants. Les 4 ectodomaines ont été
élués par compétition avec une solution de peptide FLAG a 200 ug/ml en tampon HBS.
(Figure 51).
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Figure 51 : Purification par chromatographie d’affinité anti-FLAG des 4 ectodomaines de
syndécans pré-purifiés par chromatographie d’affinité Ni-NTA. 15 pl d'ED pré-purifié (Eluat
Ni-NTA), de fraction non retenue (FNR), de lavage en HBS (HBS), d'éluat (Elution) et du lavage
par une solution de glycine 100 mM pH 3,5 (glycine) ont été déposés sur gel 15 % (ED-1, -2 et -
4) ou 8 % (ED-3). Les protéines ont été colorées par du bleu de Coomassie InstantBlue (ISB1L,
Sigma-Aldrich).
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Les EDs ayant subi deux étapes de purification par chromatographie d'affinité sont purs
d'apres I'analyse par électrophorese. Afin d'éliminer le peptide FLAG présent dans les
éluats et d'éliminer de potentiels agrégats, une troisieme étape de purification est
effectuée par chromatographie d'exclusion stérique. Les éluats issus de la purification sur
la résine anti-FLAG sont tout d'abord concentrés par centrifugation jusqu’a obtenir 500
ul de solution, puis cette solution est injectée sur une colonne semi-préparative de 24 ml
dont le support est de l'agarose réticulé et du dextran (Figure 52). Cette colonne
possede un domaine de fractionnement s'étendant de 10 a 600 kDa.
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Figure 52 : Purification par chromatographie d’exclusion stérique des 4 ectodomaines de
syndécan préalablement purifiés par chromatographies d’affinité. 500 pl de solution d’EDs
pré-purifiés par chromatographies d'affinité sur des résines Ni-NTA puis anti-FLAG ont été
injectés sur une colonne d'exclusion stérique (Superdex S200 Increase 10/300 GL, GE Healthcare)
équilibrée en tampon HBS a 10°C et a un débit de 0,5 ml/min. Les volumes approximatifs
d'élution des 4 EDs sont indiqués (* : élution du peptide FLAG). L'élution d'ED-4 a été suivie a
230 nm du fait de sa trop faible absorbance a 280 nm. U.A. : unité arbitraire.

Les fractions contenant les EDs de syndécans ont été ensuite concentrées par
centrifugation. Puis les rétentats ont été centrifugés a 4°C pendant 20 minutes a 18 000 x
g avant d'étre stockés a -20°C. Concernant ED-4, les éluats contenant le monomere et le
dimere ont été regroupés et concentrés ensemble.
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Les EDs de syndécans ont été analysés par SDS-PAGE et Western blot avec un anticorps
anti-FLAG (Figures 53A et 53B). Etant donné qu'ED-4 est le seul ectodomaine possédant
un résidu de cystéine dans sa séquence, une dimérisation médiée par un pont disulfure
est envisagée. Afin de valider cette hypothése, un aliquot d'ED-4 purifié a été analysé par
SDS-PAGE en conditions réductrices (Figure 53C), ce qui a provoqué une diminution de
I'intensité de la bande ayant une masse d’'environ 63 kDa et une augmentation de celle
ayant une masse de 28 kDa, confirmant la dimérisation d'ED-4 par un pont disulfure.
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Figure 53 : Analyse par SDS-PAGE et Western blot des 4 ectodomaines de syndécans
purifiés. 2 ug de protéines ont été déposés sur gel de polyacrylamide 15 %. Les protéines ont
été colorées par du bleu de Coomassie A) ou transférées sur membrane de PVDF et détectées
avec un anticorps anti-FLAG (B). C) 2 ug d'ED-4 ont été incubés ou non avec du DTT 2 mM (&
DTT) puis déposés sur gel de polyacrylamide 15 % et colorées par du bleu de Coomassie.

Afin de vérifier leur identité, le séquencage des protéines a été réalisé par spectrométrie
de masse en tandem précédée d'une séparation par chromatographie en phase inverse
(Plateforme Protein Science Facility, Institut de Biologie et Chimie des Protéines, Lyon).
Le taux de couverture des séquences atteignait 76 %, 22 %, 43 % et 81 % pour ED-1 a
ED-4, respectivement, permettant de confirmer I'identité des protéines, bien que le taux
de couverture d'ED-2 soit assez faible (Annexe 1).
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IV.1.2 Détermination de la masse moléculaire des ectodomaines de syndécans

Les masses moléculaires apparentes observées en électrophorese en conditions
dénaturantes sont environ 1,5 a 2 fois plus importantes que celles calculées a partir de la
sequence des ectodomaines de syndécans. Ce phénomene de migration anormale peut
étre causé par une présence importante de désordre intrinseque ce qui affecte leur
mobilité électrophorétique (Uversky, 2010). Afin de déterminer leur masse réelle, les 4
protéines ont été analysées par diffusion de la lumiére laser multi-angles (MALLS) et
spectrométrie de masse en conditions natives (ESI-MS).

a) Diffusion de la lumiere laser multi-angles couplée a la chromatographie
d’exclusion stérique (SEC-MALLS)

La masse moléculaire des protéines exprimées en systéme procaryote a été mesurée en
solution par diffusion de la lumiere laser multi-angles. Les techniques de diffusion de la
lumiere étant extrémement sensibles aux particules de haut poids moléculaire (agrégats,
poussieres), I'analyse s'est effectuée aprés passage des ectodomaines des syndécans sur
une colonne de chromatographie d'exclusion stérique en amont de I'appareillage (SEC-
MALLS). Les résultats des expériences de SEC-MALLS sont présentés dans la Figure 54.

Les masses moléculaires des ectodomaines des syndécans 1 - 3 mesurées par SEC-
MALLS sont de 27,5, 16,6, et 38,6 kDa, respectivement, en accord avec les masses
calculées a partir des séquences en acides aminés (27,2, 17,2 et 38,8 kDa,
respectivement). La masse du monomere d'ED-4 mesurée en SEC-MALLS est de 18,0 kDa
et identique a celle calculée (18,0 kDa). En revanche, la masse mesurée du dimere
présumé par SEC-MALLS est d’environ 32,6 kDa, la masse théorique étant de 35,9 kDa
(Tableau XII).
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Figure 54 : Calcul de la masse moléculaire des ectodomaines des syndécans par SEC-
MALLS. Pour chaque ectodomaines de syndécans (EDs), le chromatogramme (en noir) et la
valeur de la masse moléculaire (en couleur) sont présentés. Les masses moléculaires obtenues
aprés analyse sont indiquées (+ erreur).

b) Spectrométrie de masse en conditions natives (ES/-MS)

La masse moléculaire des ectodomaines des syndécans a également été mesurée par
spectrométrie de masse en conditions natives. Le terme de condlitions natives regroupe
toutes les conditions expérimentales permettant de conserver d'une part l'intégrité de la
protéine et d'autre part sa structure tridimensionnelle. Il est toutefois nécessaire que le
tampon utilisé soit volatil. Dans cette série d'expériences, le tampon HBS a été échangé
contre une solution d'acétate d'ammonium 50 mM (pH 7,4). Les protéines sont en phase
gazeuse mais les mesures effectuées en ESI-MS sont beaucoup plus précises (Figure 55).

Les masses moléculaires des ectodomaines des syndécans calculées par ESI-MS sont en
accord avec les calculs théoriques et les mesures de SEC-MALLS avec cependant un
léger écart de masse d'environ 132 Da pour ED-1, ED-2 et ED-4. Cette masse correspond
exactement a celle d'un résidu de méthionine engageant sa fonction carboxylique dans
une liaison peptidique. Il est alors tres probable qu'ED-1, ED-2 et ED-4 aient perdu leur
résidu de méthionine N-terminal. Concernant ED-3, I'écart de masse est de moins de 5
Da, suggérant que ce résidu de méthionine est toujours présent (Tableau XII).
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Figure 55: Spectre de masse des ectodomaines des syndécans obtenus en conditions

natives. Les masses moléculaires obtenues aprées analyse sont indiquées.

L'ensemble des analyses et prédictions subséquentes nécessitant la séquence en acides

aminés des ectodomaines des syndécans-1, -2 et -4 sera donc effectué en tenant

compte de la perte de leur résidu de méthionine en position N-terminale. Le bilan des

mesures de masses moléculaires est présenté dans le Tableau XII.

Masse Masse calculée Masse calculée Ecart de masse
théorique (SEC-MALLS) (ESI-MS) (Da)
ED-1 27 161 27 480 + 0,06 27 029,35 + 131,65
ED-2 17 215 16 640 + 0,05 17 083,08 + 131,92
ED-3 38 831 38 800 + 0,5 38 835,98 - 4,98
ED-4 17 959 18 000 + 0,06 17 827,38 + 131,62
35918 32 620 + 0,03 35 654,13 + 263,87

Tableau Xll: Bilan des mesures de la masse moléculaire (Da) des ectodomaines des

syndécans (EDs). L'écart de masse correspond a la différence entre la masse théorique (calculée

a partir de la séquence) et la masse mesurée par ESI-MS.
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IV.1.3 Structures secondaires et désordre intrinséque des ectodomaines des
syndécans

Des expériences de dichroisme circulaire ont été menées afin de déterminer la
proportion en structures secondaires et en désordre intrinseque des ectodomaines des
syndécans (Figure 56). Le tampon HBS a préalablement été échangé par du tampon
phosphate de potassium 10 mM (pH 7,4) par chromatographie d'exclusion stérique et
les fractions d'élutions ont été concentrées par centrifugation.
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Figure 56 : Composition en structures secondaires et pourcentage de désordre intrinséque
des EDs de syndécans. A) Spectres de dichroisme circulaire des 4 EDs de syndécans. MRE :
Ellipticité moyenne par résidu. B) Déconvolution des spectres réalisé avec I'algorithme CDSSTR
et le jeu de données « 7 » de Dichroweb. C) Détermination de la nature du désordre intrinseque
des EDs. ED-1: bleu, ED-2 : orange, ED-3 : vert, ED-4 : violet. Le jeu de données expérimentales
(gris) de protéines adoptant des conformations de pré-globules fondus (PMG) ou tres étendues
(Coil) est celui d'Uversky (2002).

La présence d'un minimum a 199 nm sur les spectres de dichroisme circulaire montre la
présence de désordre intrinseque dans les 4 ectodomaines de syndécans (Figure 56A).
Ces spectres ont été déconvolués en utilisant un jeu de données comprenant 5 protéines
chimiquement dénaturées proches des protéines intrinsequement non structurées (jeu
de données « 7 »).
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D'apres cette déconvolution, ED-1 et ED-3 sont les plus désordonnés (69 %) alors que les
deux ectodomaines les plus petits, ED-2 et ED-4 sont les moins désordonnés (52 % et 44
%, respectivement). Les structures secondaires résiduelles sont essentiellement
composées de brins 3, qui sont majoritairement retrouvés dans ED-2 et ED-4 (26 % et 33
%, respectivement) et il y en a 16 % et 17 % dans ED-1 et ED-3, respectivement (Figure
56B).

Comme décrit précédemment, la famille des protéines désordonnées se subdivise en
deux groupes majeurs, définis selon leur contenance en structures secondaires
résiduelles et ainsi leur degré de compaction. Les protéines intrinsequement non
structurés dites Coi/ sont plus étendues et possedent ainsi moins de structures
secondaires résiduelles que les protéines a I'état de pré-globule fondu (PMG). Les
travaux d'Uversky (2002) ont permis de démontrer qu'il était possible de différencier ces
deux groupes a partir des résultats expérimentaux obtenus par dichroisme circulaire, en
tracant la valeur de l'ellipticité moyenne par résidu a 222 nm (caractéristique des hélices
a) en fonction de celle a 200 nm (caractéristique du désordre intrinseque). Cette
approche montre qu'ED-1 et ED-3 appartiennent au groupe des IDPs dites coils alors
qu'ED-4 se retrouve plutot dans le groupe des IDPs plus compactes (PMG). En revanche,
ED-2 se situe a l'interface entre la famille des coils et des globules pré-fondus (Figure
56C).

Des mesures de dichroisme circulaire ont ensuite été réalisées en présence de
concentrations croissantes de trifluoroéthanol (TFE) qui favorise la formation des hélices
a (Culik et al, 2074). Le chlorure de guanidinium (ClIGu) est un agent chaotrope qui
déstabilise les hélices a et les brins B, mais favorise la formation de structure tres
étendue, notamment les hélices de type polyproline Il (Kelly et al, 2007, Chemes et al,
20172). L'utilisation de ces deux composés permet donc d'évaluer le degré de plasticité
structurale des ectodomaines, a savoir leur capacité a former des hélices a ou
polyproline Il. Les 4 ectodomaines de syndécans ont d'abord été incubés en absence ou
en présence de TFE (10 — 60 %, v/1) et les spectres ont été analysés de la méme facon
que précédemment (Figure 57).

150



Ellipticité moyenne par résidu
(x10° deg.cm®.dmol ™' res™)

Longueur d'onde (nm)

Figure 57 : Spectres de dichroisme circulaire des EDs en présence de concentrations
croissantes de trifluoroéthanol. Les ectodomaines des syndécans (EDs) ont été incubés sans
(courbe noire en pointillé) ou avec des concentrations croissantes de TFE (10 - 60% v/V) (du plus
clair au plus foncé).

L'incubation des EDs en présence de TFE provoque une diminution de l'intensité du
signal a 200 nm ainsi qu'une apparition progressive de deux minima de plus en plus
négatifs a 204 nm (ED-1) et 207 nm (ED-2 - 4), valeurs proches de celles caractérisant les
hélices a (208 et 222 nm) (Figure 57). Ces observations menent a la conclusion que les 4
ectodomaines possedent la capacité de former des hélices a en présence de TFE. D'apres
la déconvolution des spectres, environ un tiers de la séquence d'ED-3 (34 %), un quart
d'ED-2 (23 %) et environ 15 % d'ED-1 et d'ED-4 forment des hélices a apres I'ajout de 60
% (v/V) de TFE. Ces transitions sont accompagnées d'une perte de désordre pour ED-1 (-
22 %) et ED-3 (- 29 %), alors que les hélices a se forment majoritairement aux dépens
des brins B pour ED-2 (- 9 %) et ED-4 (- 11 %) (Figure 58A). La formation d'hélices a
semble étre un processus coopératif pour ED-3 (Figure 58B).
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Figure 58 : Evolution de la composition en structures secondaires des 4 EDs en présence de
TFE. A) Variations en structures secondaires des 4 EDs en présence de trifluoroéthanol (60 %
/). Les variations les plus importantes sont en gras (= : pas de variation). B) Evolution de la
proportion en hélices a au sein des EDs en fonction de la concentration en TFE.

Une autre série d'expériences a été réalisée en présence de chlorure de guanidinium afin
de promouvoir la formation d'hélices polyproline Il (Figure 59). Bien que les
ectodomaines des syndécans soient enrichis en résidu de proline, leur présence n'est
toutefois pas obligatoire dans la formation de ce type de structure. Les hélices
polyproline Il sont difficilement visibles sur des spectres de dichroisme circulaire et sont
caractérisées par un minimum a 198 nm, donc un signal semblable au désordre, ainsi
gu'un maximum de tres faible intensité a 218 nm. Comme indiqué ci-dessus, le chlorure
de guanidinium déstabilise les structures secondaires existantes afin de faciliter
I'observation des hélices polyproline Il dont il favorise I'apparition (Chemes et al, 2012).
Les 4 ectodomaines ont été incubés en présence de CIGu 3 et 5 M, et les spectres ont
été enregistrés sur une gamme spectrale réduite étant donné que les ions chlorures
absorbent tres fortement aux longueurs d'ondes inférieures a 215 nm.

Une augmentation de l'intensité du signal est détectée en présence de chlorure de
guanidinium de 215 a environ 235 nm ce qui peut suggérer la formation d'hélices de
type polyproline Il (Figure 59). En revanche, le signal demeure négatif et les variations
par rapport aux spectres obtenus en absence de chlorure de guanidinium restent faibles.
Les algorithmes de déconvolution ne permettent pas de calculer le pourcentage d'hélice
de type polyproline Il mais les 4 ectodomaines de syndécans ne peuvent
vraisemblablement pas, ou tres peu, former d'hélice de type polyproline II.
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Figure 59: Spectres de dichroisme circulaire des EDs en présence de chlorure de
guanidinium. Les ectodomaines des syndécans (EDs) ont été incubés sans (courbe noire) ou
avec du chlorure de guanidinium 3 et 5 M (du plus clair au plus foncé).

Finalement, une derniére série d'expériences de dichroisme circulaire a été réalisée en
incubant les EDs en présence de deux chaperones chimiques, I'oxyde de triméthylamine
(TMAO), qui stabilise les conformations intermédiaires de repliement (Jethva &
Udgaonkar, 2018), ainsi que le 4-phénylbutyrate (4-PBA), un osmolyte hydrophobe qui
limite ainsi I'exposition de régions apolaires des protéines non ou mal repliées,
diminuant ainsi leur agrégation. Les ectodomaines ont été incubés soit en présence de
TMAO 0,5 M soit en présence de 4-PBA a une concentration finale de 100 uM et les
spectres enregistrés dans les mémes conditions que précédemment (Figure 60).

L'incubation avec du 4-PBA n'a pas significativement affecté les spectres des
ectodomaines de syndécans qui restent ainsi majoritairement intrinsequement non
structurés. Cette observation est en accord avec le fait que le 4-PBA interagit de facon
privilégiée avec les domaines hydrophobes des protéines et que par définition, les
protéines intrinsequement non structurées en sont dépourvues. En revanche, I'ajout du
TMAO engendre une diminution de la quantité de désordre intrinseque comme en
atteste la diminution du minimum a 200 nm. Cette diminution est accompagnée d'un
léger décalage du spectre vers des longueurs d'ondes plus importantes, entre 204 et 206
nm, ainsi que d'un maximum positif entre 194 et 196 nm. En conséquence, le TMAO
semble diminuer la quantité de désordre intrinseque (Figure 60).
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Figure 60: Spectres de dichroisme circulaire des EDs en présence de chaperonnes
chimiques. Les ectodomaines des syndécans ont été incubés sans (courbe noire) ou en présence
de TMAO 0,5 M (vert) ou de 4-PBA 100 uM (bleu).

La présence et la localisation des structures secondaires et des régions
intrinsequement non structurées dans les ectodomaines des syndécans ont été prédites
in sillico en utilisant respectivement le métaprédicteur metaPrDOS et le prédicteur
PSIPRED 4.0. La présence de régions pouvant se structurer au contact d'un partenaire
(MoORFs) a été prédite en utilisant le prédicteur MoRFchibi System (Figure 61). En accord
avec les expériences de dichroisme circulaire et des prédictions effectuées sur les
sequences des syndécans entiers (Leonova & Galzitskaya, 2015), les ectodomaines de
syndécans sont prédits comme étant majoritairement non structurés.

Peu de structures secondaires sont prédites : les hélices a sont situées principalement
aux extrémités N- et C-terminales des ectodomaines des syndécans alors que les brins 3
sont distribués de facon homogene le long de la séquence d'ED-2 et d'ED-3 et plutdt du
coté C-terminal d'ED-1 et d'ED-4. Les sites d'attachements des glycosaminoglycanes
sont principalement retrouvés dans des régions prédites comme désordonnées. Seules
de courts MoRFs sont prédits principalement aux extrémités N- et C-terminales d'ED-1
et ED-3. En revanche, ED-2 et ED-4 possedent des MoRFs sur presque la totalité de leur
séquence (Figure 61). Une similarité est observée dans les prédictions d'une part entre
ED-1 et ED-3, et d'autre part entre ED-2 et ED-4, tant autant de la prédiction du désordre
que de celle des MoRFs. Ceci est cohérent avec I'homologie de séquence des couples
SDC-1/ SDC-3 d'une part et SDC-2 / SDC-4 d'autre part (Chakravarti & Adams, 2006).
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Figure 61 : Prédiction des proportions en structures secondaires, en désordre intrinseque
et des MoRFs au sein des EDs des syndécans. La propension de désordre des résidus d'acides
aminés est représentée par une courbe colorée (valeur > 0,5). La prédiction des MoRFs est sous
forme d'aire colorée en rose. La prédiction et la position des hélices a et des brins B est
représentée par des zones colorées en rouge et bleu, respectivement. Les positions des sites
d'attachement des chaines d'héparane sulfate (triangles noirs) et de chondroitine sulfate (cercles
noirs) sont indiquées.

IV.1.4 Détermination des parameétres hydrodynamiques des ectodomaines
des syndécans

La mesure du rayon hydrodynamique (Rh) des protéines est un moyen de déterminer la
forme globale d'une protéine ainsi que son taux de compaction. Les parametres
hydrodynamiques des ectodomaines des syndécans ont été déterminés
expérimentalement par diffusion dynamique de la lumiere couplée (SEC-DLS) ou non
(DLS) a une colonne de chromatographie d'exclusion stérique et par chromatographie
d’'exclusion stérique a l'aide de protéines standards dont le rayon hydrodynamique est
connu.
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a) Calcul du rayon hydrodynamique par chromatographie d‘exclusion stérique

L'utilisation des colonnes de chromatographie d’exclusion stérique permet une
détermination de la masse moléculaire apparente et du rayon hydrodynamique des
protéines étudiées (Figure 62 et Tableau XIlI). L'inconvénient majeur réside dans le fait
que le calcul de la masse est dépendant du degré de compaction des standards utilisés
pour la calibration de la colonne. Dans cette expérience, 6 protéines globulaires ont été
utilisées pour sa calibration. Ces résultats sont décrits dans la Figure 62 et le Tableau
Xl

La masse moléculaire apparente a été déterminée a partir des standards globulaires en
tracant le logarithme de la masse moléculaire (MM) en fonction du volume d’élution. La
masse moléculaire apparente calculée a partir de la calibration de la colonne de
chromatographie d'exclusion stérique est bien supérieure a la masse réelle mesurée par
ESI-MS, ce qui est attendu du fait de I'enrichissement en désordre intrinseque des EDs,
menant a un volume hydrodynamique plus important qu'une protéine globulaire ayant
le méme nombre de résidus d'acides aminés. Dans nos expériences cette différence est
d'autant plus marquée que la protéine possede une masse moléculaire élevée (d'environ
4 a 6 fois).

Le rayon hydrodynamique a été déterminé en utilisant le coefficient de distribution (Kd)
calculé pour cette colonne au lieu du coefficient de partition (Kav), ce-dernier étant
dépendant du volume approximatif de la colonne indiqué pas le fournisseur (24 ml). A
I'inverse, le Kd dépend des parametres propres a la colonne (volume mort et volume
total) qui ont été déterminés expérimentalement. D'apres ces expériences, ED-3 possede
le rayon hydrodynamique le plus élevé (64,4 A), celui d'ED-1 est de 46,3 A alors que les
Rh d'ED-2 (31,3 A) et la forme monomérique d’ED-4 (33,6 A) sont équivalents, en accord
avec leur masse moléculaire réelle. Le dimere d'ED-4 a un volume d'élution compris
entre celui d'ED-1 et d'ED-3, et il en est de méme pour son rayon hydrodynamique (48,7
A) (Tableau XIII).
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Figure 62 : Détermination de la masse moléculaire apparente et du rayon hydrodynamique
des ectodomaines des syndécans par chromatographie d’exclusion stérique. A)
Détermination de la masse moléculaire apparente des EDs des syndécans. L'axe des abscisses
représente le domaine de fractionnement de la colonne (Superdex S200 10/300 Increase, GE
Healthcare), de 7,99 ml (volume mort) a 20,61 ml (volume total). B) Calcul du rayon
hydrodynamique. Pour les deux graphes, 6 protéines globulaires ont été injectées lors de la
calibration (e), un point est masqué par les données d'ED-2 et d'ED-4 monomere. La légende est
commune aux deux graphiques et pour chaque graphe et le coefficient de détermination R* est

indiqué.
. Masse moléculaire Masse moléculaire
Ectodomaines i Rapport : masse Rh
d dé calculee apparente apparente/réelle | SEC (A)
es syndécans
. ESI-MS (Da) SEC (Da) =
ED-1 27 029,4 133 256 4,9 41,8
ED-2 17 083,1 64 963 3,8 31,3
ED-3 38 836,0 245 550 6,3 53,5
ED-4
R 17 827,4 77 684 4,4 33,6
monomere
ED-4 dimére 35 654,1 193 285 54 48,6

Tableau XIlll: Détermination de la masse moléculaire apparente et du rayon
hydrodynamique (Rh) des ectodomaines des syndécans par chromatographie d’exclusion
stérique. Le rapport masse apparente/réelle correspond au rapport de la masse moléculaire
apparente calculée par chromatographie d'exclusion stérique (SEC) et de celle calculée en
spectrométrie de masse (ESI-MS)
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b) Calcul du rayon hydrodynamique par diffusion dynamique de la lumiere

Les rayons hydrodynamiques ont été également mesurés par diffusion dynamique de la
lumiere (DLS). D'apres la loi de Stokes-Einstein, le coefficient de diffusion (D) d'une
particule dans une solution de viscosité (n) connue et a une température (T) donnée
dépend directement de son rayon hydrodynamique (Rh), selon I'équation suivante :

KT
6N Ry

ou k est la constante de Boltzmann. Dans cette équation, le rayon hydrodynamique
correspond a celui d’'une sphere qui diffuserait de la méme maniére que la molécule
étudiée. Ainsi pour une masse moléculaire donnée, une protéine désordonnée possede
un rayon hydrodynamique plus important que celui d'une protéine globulaire. Les
ectodomaines des syndécans purifiés ont été directement analysés dans des cuves lors
des mesures. Afin d’obtenir des données concernant uniquement la forme monomérique
d’'ED-4, un agent réducteur (DTT) a été ajouté a la solution (Figure 63).

Les corrélogrammes enregistrés lors des différentes mesures ne sont pas superposés. De
plus, ceux d'ED-2 et d'ED-3 présentent deux points d'inflexion et celui d'ED-4 est stable
pendant un temps important, caractéristiques d'une solution tres polydisperse, dominée
par des especes de grandes tailles comme des agrégats ou des poussieres. L'intensité de
diffusion en DLS étant proportionnelle au carré de la masse des particules en solution (et
du diametre de la particule élevé a la puissance 6 dans le cadre de la diffusion de
Rayleigh), une faible quantité d'agrégat peut dominer la distribution des intensités de
diffusion. Une espece de faible diametre hydrodynamique (Dh) est cependant
systématiquement retrouvée pour chaque ectodomaine des syndécans dans la
distribution des intensités diffusées (Figure 63).

Cette distribution est ensuite transformée en distribution en volume par I'application de
la théorie de Mie, valable pour des particules dont la taille est supérieure au dixieme de
la longueur d’onde de lI'onde électromagnétique illuminant I'échantillon. Alors que la
distribution en intensité traite de la quantité absolue de lumiere diffusée par les
particules de différentes tailles, la distribution en volume indique au combien une
particule d'une certaine taille diffuse ainsi que sa proportion vis-a-vis des autres
particules présentes dans I'échantillon.
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Figure 63 : Détermination du diametre hydrodynamique des ectodomaines des syndécans

par diffusion dynamique de la lumiére. Corrélogrammes associés aux différentes mesures

réalisées sur le méme échantillon qui ont été utilisés pour déterminer les distributions en

intensité et en volume par |'application de la théorie de Mie. Les distributions en volume ont été

moyen nées avec n

7 (ED-1), 11 (ED-2), 18 (ED-3), 5 (ED-4) et 6 (ED-4 + DTT), afin de

déterminer le diametre hydrodynamique (Dh) des ectodomaines des syndécans (EDs). ED-4 a

également été analysé en présence de DTT afin d'obtenir le diamétre hydrodynamique de sa

forme monomérique.
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Pour chaque ectodomaines de syndécans, un seul pic centré sur son diametre
hydrodynamique (Dh) est observé dans la distribution en volume. En moyennant
plusieurs spectres, il a été possible de déduire le diamétre hydrodynamique des EDs des
syndécans, et donc leur rayon hydrodynamique, qui est de 40,7 + 7,2 A, 31,8 + 23 A et
59,4 + 6,7 A pour ED-1, -2 et -3, et de 47,8 + 14,3 A et 23,0 = 54 A pour la forme
dimérique et monomérique de ED-4, respectivement (Tableau XIV).

¢) Calcul du rayon hydrodynamique par diffusion dynamique de la lumiére
couplée a la chromatographie d’exclusion stérique

Comme indiqué précédemment, la mauvaise superposition des corrélogrammes et leurs
formes suggerent une solution polydisperse et entraine ainsi une estimation du rayon
hydrodynamique peu précise, caractérisée par des écart-types importants. Des mesures
de DLS couplées a une colonne d'exclusion stérique (SEC-DLS) ont donc été effectuées
(Figure 64). Les spectres UV des fractions eluées indiquent la présence d'une faible
quantité de contaminants ou d'agrégats ayant une masse moléculaire supérieure a celle
des ectodomaines des syndécans et ces especes ont été efficacement séparées par la
colonne d'exclusion stérique. De ce fait, les corrélogrammes et leurs ajustements
respectifs sont de meilleure qualité, excepté pour la forme monomérique d'ED-4 ou le
signal n'était pas assez intense mais dont il a été possible d’extraire une valeur de rayon
hydrodynamique de 21,6 + 4 A.

Ces mesures ont permis de déterminer les Rh d'ED-1 (44,9 + 0,8 A), ED-2 (34,1 + 0,7 A),
ED-3 (50,1 + 1,3 A) et de la forme dimérique d'ED-4 (45,4 + 1,2 A). La valeur des écarts-
types sont nettement inférieurs lorsque les valeurs de Rh sont calculées sur des fractions
homogenes (Tableau XIV).
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Figure 64 : Détermination du rayon hydrodynamique des ectodomaines des syndécans par
diffusion dynamique de la lumiére couplée a la chromatographie d’exclusion stérique. Le

chromatogramme de I'analyse par chromatographie d'exclusion stérique des ectodomaines des
syndécans ainsi que les corrélogrammes sont présentés. R” : coefficient de détermination.

Rayons hydrodynamiques (A * écart-type)
SEC DLS SEC-DLS
ED-1 41,8 40,7 £ 7,2 449 + 0,8
ED-2 31,3 31,8+ 23 341 +£0,7
ED-3 53,5 594 + 6,7 50,1+ 1,3
ED-4 monomere 33,6 23,054 21,6 £4,0
ED-4 dimere 48,6 47,8 £ 14,3 454 + 1,2

Tableau XIV: Rayons hydrodynamiques des ectodomaines des syndécans calculées par
chromatographie d’exclusion stérique (SEC), par diffusion dynamique de la lumiére

couplée (SEC-DLS) ou non (DLS) a une étape de chromatographie d’exclusion stérique.

Le rayon hydrodynamique d'une protéine peut également étre calculé selon des
équations empiriques déterminées a partir d'un jeu de données expérimental et décrites
dans les travaux d'Uversky (2002). Selon ces équations, rappelées dans la section

Matériel & Méthodes, le Rh est directement proportionnel d'une part a la forme globale

de la protéine et d'autre part a sa masse moléculaire.
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Quatre équations refletent le degré de compaction d'une protéine. L'état natif (N)
correspond a une protéine globulaire parfaitement repliée alors que I'état de globule
fondu (MG) s’apparente a une protéine peu compacte dont les éléments de structures
secondaires sont formés. Les états de pré-globule fondu (PMG) et de co// (C) refletent
une protéine intrinsequement non structurée possédant respectivement plus ou moins
de repliements locaux. Ces rayons hydrodynamiques théoriques peuvent étre utilisés
pour comparer les valeurs de rayon hydrodynamique expérimentales a des valeurs de Rh
théoriques correspondant a I'un des degrés de compaction décrits ci-dessus. Les Rh
théoriques des 4 ectodomaines des syndécans sont présentés dans le Tableau XV.

Ectodomaines Rh (A) Rh théoriques (A * écart type)
des syndécans SEC-DLS N MG PMG C
ED-1 449 £ 0,8 240+ 3,5 29,3+ 16,8 36,3 £ 12,5 43,6 + 9,5
ED-2 341+£0,7 204 +29 250 + 14,1 30,2 £ 10,2 347 +7,4
ED-3 50,1 +1,3 27,3 £ 4,1 33,1+£19.3 42,1 + 14,8 52,1+ 11,6
ED-4 (monomeére) | 21,6 + 4,0 20,7 + 3,0 254 + 14,3 30,7 £ 104 35576
ED-4 (dimére) 45,4 + 1,2 26,5+ 39 32,2 +187 40,7 + 14,2 | 50,0 £ 11,0

Tableau XV : Comparaison des valeurs de rayon hydrodynamiques mesurés en SEC-DLS et
calculés selon des équations empiriques pour chaque degré de compaction. Pour le calcul
du Rh du dimere d'ED-4 dans des conformations étendues (PMG et cosh, I'utilisation des
équations implique une dimérisation par une extrémité de la protéine et donc une trés courte
zone de chevauchement des monomeres. Pour chaque ectodomaines les valeurs les plus
proches des valeurs expérimentales sont en gras.

La comparaison des Rh expérimentaux (déterminés par SEC-DLS) et théoriques montre
que les conformations globales d'ED-1, ED-2, ED-3 sont trés étendues, compatibles avec
des coils. En revanche, le Rh expérimental de la forme monomérique d'ED-4 montre une
compaction similaire de celle des protéines globulaires (Tableau XV). A l'inverse, le
rayon hydrodynamique expérimental de sa forme dimérique est compris entre le Rh d'un
état de pré-globule fondu et de celui d'un co/l La valeur expérimentale du rayon
hydrodynamique de la forme dimérique d'ED-4 est 2,1 fois plus importante que celle de
la forme monomérique ce qui suggere une conformation étendue des deux monomeres
formant le dimere.
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L'ensemble de ces expériences montrent que les 4 ectodomaines des syndécans sont
intrinsequement non structurés. Les prédictions /n silico et les expériences de dichroisme
circulaire indiquent un enrichissement en désordre qui peut étre modulé en présence
d'osmolytes (TFE, TMAO), mettant en avant leur plasticité structurale. Les propriétés
hydrodynamiques d'ED-1, -2 et -3 indiquent un faible degré de compaction et le dimere
d'ED-4 semble adopter une conformation étendue. Afin de poursuivre la caractérisation
de cette famille de protéines intrinsequement non structurées, différentes techniques
ont été utilisées (SAXS, ESI-(IM)-MS) pour définir la nature du désordre intrinseque et
définir I'espace conformationnel exploré par ces protéines.

IV.1.5 Analyses structurales des ectodomaines des syndécans
a) Nature du désordre intrinséeque

Comme rappelé précédemment, le désordre intrinseque des protéines peut étre classé
selon leur degré de compaction, bien qu'il puisse étre considéré comme un continuum
(Uversky, 2013, Uversky, 2079). Le but de ces expériences a été de déterminer si les
ectodomaines de syndécan se comportaient soit comme des pré-globules fondus (PMG),
qui possedent des structures secondaires résiduelles, soit comme des coils, caractérisés
par des conformations tres étendues.

Pour cela, des expériences de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) ont été
réalisées. Le SAXS est I'une des techniques les plus adaptées a I'étude structurale des
protéines intrinsequement non structurées et |"analyse des intensités de diffusion
permet de définir leurs parametres structuraux a savoir leur rayon de gyration (Rg) et
leur dimension maximale (Dmax). La maniere dont les intensités de diffusion décroissent
reflete directement leur degré de compaction. Finalement, étant donné qu’une unique
structure n'est pas a méme de représenter la diversité conformationnelle de ce type de
protéine, aucune modélisation ab /nitio n'a été menée. En revanche, les intensités de
diffusion peuvent étre déconvoluées par des algorithmes adaptés afin de déterminer
I'espace conformationnel de ces protéines. La difficulté majeure réside dans la
préparation d'un échantillon de protéine pur et monodisperse, s'approchant le plus
possible d'une solution idéale, sans interaction ni répulsion des protéines en solution. Ce
prérequis est d'autant plus important pour les protéines intrinsequement non
structurées.
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Afin de s'approcher au mieux de ces conditions sine qua non, les 4 ectodomaines des
syndécans ayant préalablement subi 3 étapes de purifications ont été injectés sur une
colonne d’exclusion stérique de 3 ml en amont de l'illumination aux rayons X lors des
expériences de SAXS, afin d'éviter notamment la participation de potentiels agrégats aux
intensités de diffusion collectées (Figure 65). Une colonne de 24 ml aurait également pu
étre utilisée, mais aurait dilué de facon trop importante les échantillons, menant a des
signaux bruités, notamment aux grands angles. Malgré les précédentes étapes de
purification, différentes espéces en quantité trés minoritaire sont éluées avant les
ectodomaines solubles comme le montrent les différents chromatogrammes (Figure
65A). C'est notamment le cas pour ED-3, ou la diffusion des rayons X de ces especes
vient perturber celle de la protéine soluble, résultant ainsi une estimation peu fiable du
rayon de gyration (Figure 65B). Les deux formes monomérique et dimérique d'ED-4
possedent des volumes d'élution proches sur cette colonne menant a un probleme
similaire. Le traitement des données le plus simple aurait été de sélectionner différentes
acquisitions et les moyenner lorsqu'une seule et unique espece est retrouvée,
généralement en sélectionnant des acquisitions au milieu et la fin des fractions éluées.
Cependant, le but est d’obtenir des données les moins bruitées et ce, sur une couverture
angulaire la plus grande afin d'extraire le maximum d’information structurale sur les
ectodomaines des syndécans.

Les intensités de diffusion ont ainsi été déconvoluées en utilisant le module US-SOMO
HPLC-SAXS (Brookes et al, 2076). Comme décrit dans la partie Matériel & Méthodes, les
intensités de diffusion /(s) = f(s) ont été converties en intensité diffusée en fonction du
temps, /(t) = f(t) pour chaque angle. Il en résulte un graphique similaire a celui d'un
chromatogramme, c’est-a-dire une intensité en fonction du temps. Pour des raisons de
clarté, seules les données pour un unique angle sont représentées dans la Figure 65C.

Dans le cas de la transformation en /(t) = f(t), les intensités de diffusion sont suivies en
fonction du temps et pour chaque angle, et sont directement proportionnelles a la
quantité mais aussi a la taille de I'espece moléculaire. Ainsi les grosses particules qui
contaminent la solution d'ED-3 ont une forte influence méme si elles sont tres
minoritaires. Elles contribuent ainsi grandement aux intensités diffusées par la forme
soluble d'ED-3. C'est dans cette optique que la déconvolution des intensités de diffusion
est la plus utile et pertinente. En ajustant des courbes Gaussiennes, on peut extraire
uniquement les intensités diffusées par une seule espece (Figure 65C). C'est le cas ici
pour la solution d'ED-2 qui contient un petit fragment de dégradation, celle d'ED-3 qui
est contaminée par deux especes de plus grande taille, et enfin celle d'ED-4 qui contient
les intensités diffusées des formes monomérique et dimérique.
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Figure 65 : Déconvolution des intensités de diffusion collectées pour les ectodomaines des
syndécans lors des expériences de SEC-SAXS. A) Chromatogramme enregistré lors de la
chromatographie d'exclusion stérique. B) Intensité de diffusion et estimation du rayon de
gyration en fonction des acquisitions séquentielles. C) Déconvolution des intensités de diffusion
en fonction du temps par US-SOMO. Les données issues d'un unique angle sont représentées
pour des raisons de clarté (entre 0,01 et 0,02 A™". Les courbes colorées correspondent aux
formes solubles et monomériques des EDs. Les formes monomérique et dimérique d'ED-4 sont
en violet et rouge, respectivement. La qualité de I'ajustement est représentée par le x°.

Au moins une quarantaine d'acquisitions issues de cette déconvolution ont ensuite
sélectionnées et comparées entre elles par un test de corrélation, le CorMap (Franke et
al, 2075). A l'inverse du x2 qui évalue la similarité entre deux courbes de facon globale,
le test CorMap est tres sensible aux différences locales et est ainsi tres restrictif. Environ
30 acquisitions ont été sélectionnées puis moyennées. Cette courbe de diffusion
moyennée a ensuite été soumise au programme SHANUM (Konarev & Svergun, 2015)
qui détermine la gamme angulaire contenant toutes les informations structurales de la
protéine, et élimine notamment des données trop bruitées et inutilisables, typiquement
aux grands angles. Les quelques points aux trés petits angles qui different de
I'approximation de Guinier ont été supprimés conduisant a une courbe de diffusion
finale qui sera utilisée pour I'analyse.
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Afin de montrer l'utilité de ce processus, les données acquises pour ED-3 présentée ci-
dessous ont été analysées de différentes manieres (Figure 66). Le 1° traitement (I) a été
effectué en sélectionnant la totalité des acquisitions issues de I'élution d'ED-3, le 28me (1))
en sélectionnant manuellement des acquisitions spécifiques a une seule espece en
utilisant le programme CHROMIXS (Panjkovich & Svergun, 2017) et le 3°™ (lll) en
utilisant la courbe de diffusion automatiquement traitée et générée par le programme
Foxtrot de la ligne de lumiere Swing (Synchrotron SOLEIL). Dans cet exemple, le
programme a automatiquement sélectionné le contaminant élué en amont d'ED-3, du
fait de sa forte diffusion. La courbe représentant les données traitées par US-SOMO (IV),
comparées entre elles par CorMap et moyennées (avant le traitement par SHANUM et
I'élimination de quelques points aux petits angles) est également représentée (Figure
66).

La premiere différence repose sur I'estimation du rayon de gyration qui differe d'au
moins 5 A. Le deuxiéme point est que la totalité de la courbe est affectée selon la
méthode, ce qui est particulierement visible aux grands angles (0,3 — 0,5 A™). Ces
analyses simples montrent I'utilité de la déconvolution effectuée par US-SOMO dans le
but d'obtenir des paramétres structuraux fiables.

10-14 Rayon de gyration (A + erreur)

79,13 +6,37 A (1)
1024 3

70,58 + 7,41 A (Il)
L 10 116,88 + 16,63 A (/i)
8 64,96+ 1,4 A (IV)
=1 10+
10°5-
106 T T T T T
0.0 01 0.2 0.3 0.4 0.5

s (A

Figure 66 : Rayon de gyration calculé par différentes méthodes d’analyse des données de
SEC-SAXS. Les intensités collectées pour ED-3 ont été traitées en sélectionnant arbitrairement
toutes (noir, 1) ou certaines (vert, Il) acquisitions d'ED-3. La courbe générée par Foxtrot est en
orange (Al) et la courbe finale traitée comme détaillé ci-dessus est en bleu (IV). Insert:
Agrandissement de la région de Guinier. Les rayons de gyration ont été déterminés par AutoRg
(Primus) avec s.Rg < 1,3. Les techniques sont indiquées en chiffres romains (I a IV) et rappelées
dans le corps du texte.
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Les courbes finales pour chaque ectodomaines des syndécans ainsi que pour les deux
formes d’ED-4 sont présentées dans la Figure 67A. L'analyse des intensités de diffusion
aux petits angles selon |'approximation de Guinier a permis de déterminer le rayon de
gyration d'ED-1 (53,3 + 0,30 A), d'ED-2 (42,9 + 0,33 A), d'ED-3 (65,0 = 0,62 A), de la
forme monomérique d'ED-4 (41,53 + 0,67 A) ainsi que de sa forme dimérique (59,25 +
2,27 A), ce-dernier étant compris entre celui d'ED-1 et d'ED-3 (Figure 67B et Tableau
XVI). ED-2 et la forme monomérique d'ED-4 possédent des Rg similaires, ce qui est
cohérent avec leur nombre d'acides aminés tres proches (154 et 163 résidus,
respectivement), ce qui montre qu'ils ont une forme globale similaire.
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Figure 67 : Détermination du rayon de gyration des 4 ectodomaines des syndécans. A)
Courbes de diffusions obtenues lors des expériences de SEC-SAXS et aprés traitement des
données. B) Détermination du Rg aux petits angles selon I'approximation de Guinier. La qualité
des régressions linéaires est indiquée par le coefficient de détermination R* ainsi que par les
valeurs résiduelles respectives.

La dimension maximale des protéines (Dmax) a été déduite de la fonction de distribution
de paires P(r) (Figure 68). Ces dimensions sont proportionnelles au nombre de résidus
des 4 EDs. ED-3 posséde le Dmax le plus élevé (300 A) qui est supérieur a celui d'ED-1
(230 A). Comme attendu, ED-2 et la forme monomérique d’ED-4 possédent des Dmax
trés similaires (185 et 180 A, respectivement). Enfin, le dimére d'ED-4 posséde un Dmax
de 240 A, compris entre celui d’ED-1 et d'ED-3, confortant I'hypothése d'une
conformation étendue proposée a l'issue de I'analyse des données hydrodynamiques
des ectodomaines des syndécans (Tableau XVI).
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Ces valeurs de Dmax refletent la conformation la plus étendue des ectodomaines des
syndécans au moment de l'analyse mais dépendent également de l'abondance des
différentes conformations. Une population de conformation en faible abondance sera
ainsi difficilement observable. Il est donc plus raisonnable de considérer que ces Dmax
refletent les dimensions de la population la plus abondante des conformations étendues
mais n‘empéche pas la présence de conformations beaucoup étendues ou au contraire
plus compactes. Il est intéressant de constater une forte similitude dans les fonctions de
distribution de paires d'ED-2 et de la forme monomérique d'ED-4.

1.0

P(r)
Normalisées

o

i

0.0 T T
0 100 200 300

r(A)

Figure 68 : Détermination des dimensions maximales des ectodomaines des syndécans a

partir de la fonction de distribution de paires P(r). Les P(r) ont été calculées par GNOM. La
qualité des P(r) a systématiquement été évaluée avec le test CorMap. ED-1, -2 et -3 sont en bleu,
orange et vert, respectivement, alors que les formes monomériques et dimériques d'ED-4 sont
en violet et rouge, respectivement.

Les valeurs des rayons de gyration ont ensuite été comparées a celles des Rg théoriques
calculés pour des protéines globulaires, des états de pré-globules fondus (PMG) ou bien
extrémement étendus (random coil). Ces calculs reposent sur I'équation de Flory reliant
la valeur du rayon de gyration théorique au nombre de résidus d'acides aminés ainsi
qgu'au degré de compaction (voir la section Matérie/l & Méthodes). Les rayons de
gyration expérimentaux sont trés proches de ceux calculés pour des protéines ayant une
conformation tres étendue (random coil) (Tableau XVI). Ces observations sont
confortées par le calcul du facteur de forme (ou shape factor qui est le rapport de la
valeur du rayon de gyration et de celle du rayon hydrodynamique, mesurée
précédemment par SEC-DLS. Ce rapport est égal a environ 0,778 pour une sphere
parfaite et augmente graduellement avec I'allongement du polymere, jusqu’a une valeur
d’'environ 2,36 pour une forme en baton rigide (Brewer & Striegel, 20717).
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La valeur de ce facteur pour les ectodomaines des syndécans est supérieure a l'unité et
est compris entre 1,19 (ED-1) et 1,92 pour la forme monomérique d’ED-4, confortant
I'idée de conformations étendues pour ces protéines.

ED-4 ED-4
ED-1 ED-2 ED-3 . .
(monomere) (dimere)
Rg (A)
53,30+ 0,3 | 42,90 £ 0,33 | 65,00 + 0,62 | 41,53 £ 0,67 | 59,25 + 2,27
(+ erreur)
Rg théoriques (A, équation de Flory)
Protéine
. 18,5 15,9 20,5 16,1 19,7
globulaire
PMG
46,3 £ 0,6 352 +04 559 +0,8 36,3 +0,5 52,1 +0,7
(= erreur)
Random coil
54,2 + 11,8 396 £+7,8 67,4 + 157 409 + 8,2 62,2 + 14,1
(% erreur)
Forme globale
Shape factor 1,19 1,26 1,30 1,92 1,31
Rg/Rh i ! l ! 1

Tableau XVI: Rg expérimentaux (SEC-SAXS) et théoriques des ectodomaines des
syndécans calculés a partir de I'équation de Flory. La forme globale des protéines a été
évaluée a partir du facteur de forme Rg/Rh, la valeur des rayons hydrodynamiques ayant été
mesurée par SEC-DLS.

b) Flexibilité des ectodomaines des syndécans

Le degré de compaction et la flexibilité d'une protéine peuvent étre également appréciés
sur la représentation normalisée de Kratky I1(s)/I1(0) x (s.Rg)? = f(s.Rg). Une protéine
globulaire présente une courbe en cloche dont le maximum atteint environ 1,1 a s.Rg =
V3. Cette forme de courbe caractéristique s'estompe graduellement avec la diminution
du degré de compaction. Elle atteint un plateau aux alentours de 2-3 pour des protéines
flexibles comme des protéines globulaires dénaturées ainsi que les protéines
intrinsequement non structurées, et forme une courbe quasi-linéaire dans le cas de
conformation en baton rigide (voir section Matériel & Méthodes).
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Les représentations normalisées de Kratky des 4 ectodomaines des syndécans sont tres
semblables. Les courbes croissent graduellement et s'infléchissent jusqu'a former un
plateau aux alentours de 2 caractérisant les protéines intrinsequement non structurées et
flexibles (Figure 69A). Le dimére d'ED-4 conserve les mémes caractéristiques que la
forme monomérique puisque les courbes semblent étre superposables bien que les
données du dimere soient plus bruitées (Figure 69B). Comme attendu pour ce type de
protéines, les intensités de diffusions décroissent en s comme en atteste la présence
d'un plateau dans la représentation de Kratky-Debye, alors que des courbes
représentant des niveaux de compaction plus élevés tendent a décroitre en s pour les
protéines multidomaines, ou s™ pour les protéines globulaires (Figure 69C).
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Figure 69 : Evaluation du degré de compaction et de la flexibilité des 4 ectodomaines des
syndécans déterminés par SEC-SAXS. Comparaison des représentations normalisées de Kratky
des 4 EDs (A) et des formes monomérique et dimérique d'ED-4 (B). C) Représentation de
Kratky-Debye. Légende : ED-1 (bleu), ED-2 (orange), ED-3 (vert), ED-4 monomere (violet), ED-4
dimere (rouge).

Le calcul de I'exposant de Porod permet de déterminer avec précision la facon dont les
intensités de diffusion décroissent. Comme observé précédemment dans la
représentation de Kratky-Debye, ces exposants sont proches de 2 et sont égaux a 1,7
pour ED-1, ED-3 et la forme monomérique d’ED-4, 1,8 pour ED-2 et 1,9 pour la forme
dimérique d'ED-4. Une fois de plus, ces valeurs sont directement reliées a la forme
globale de la protéine étant donné que la valeur de l'inverse de I'exposant de Porod doit
étre proche, sinon égale, au facteur exponentiel (ou exposant v) retrouvé dans I'équation
de Flory. L'inverse de I'exposant de Porod pour les ectodomaines des syndécans est
compris entre 0,526 et 0,588 soit des valeurs tres proches de I'exposant de Flory pour
des conformations extrémement étendues (0,598).
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¢) Conformations préférentielles adoptées par les ectodomaines des syndécans

Etant donné que les ectodomaines des syndécans sont des protéines intrinsequement
non structurées et sont tres flexibles, il est difficile d'utiliser les outils courant de
modélisation 3D qui réduiraient I'hétérogénéité des conformations a une unique
structure moyenne. Cependant, il est possible d'étudier I'espace conformationnel de ces
protéines par déconvolution des données de SEC-SAXS en utilisant notamment [|'outil
Ensemble Optimization Method (EOM, Bernado et al, 2007, Tria et al., 2015).

Trois étapes clés régissent le calcul réalisé par EOM. Dans un premier temps, un large
pool de conformations, typiquement 10 000, est créé a partir de la séquence en acides
aminés de la protéine afin de définir I'espace conformationnel qui lui est théoriquement
offert et ce, sans restriction. Il est possible de générer différents poo/ initiaux dont les
distributions des angles dihédraux sont cohérentes avec des conformations retrouvées
dans les protéines intrinsequement non structurées ou de générer des conformations
beaucoup plus étendues de type random coil. Des conformations compactes peuvent
également étre générées artificiellement. Une courbe de diffusion théorique est ensuite
calculée par CRYSOL (Svergun et al, 1995) pour chaque conformation présente dans le
pool. Enfin, une sous-sélection de conformations issues du poo/ (appelé ensemble) est
sélectionnée de telle sorte que les intensités de diffusion résultantes de cet ensemble
soient identiques aux données de diffusion expérimentales (voir section Matérie/ &
Meéthodes). L'analyse des distributions du rayon de gyration et du Dmax de cet ensemble
sélectionné par rapport a celles du poo/ initial de conformations permet d'évaluer
I'espace conformationnel de la protéine étudiée ainsi que sa flexibilité. Les parametres
Rflex (0 — 100 %), qui caractérise un systeme flexible, et Ro qui permet notamment
d'évaluer la qualité de la déconvolution, sont déduits.

Deux pools initiaux composés de conformations étendues (random coil, RC) et un poo/
de conformations plus compactes (PMG) ont été générés lors de la déconvolution
(Tableau XVII et Figure 70). La courbe de diffusion théorique résultante de I'ensemble
sélectionné pour ces deux modeéles a été comparée a la courbe de diffusion
expérimentale de chaque ectodomaines des syndécans par le test CorMap. Une valeur
de CorMap inférieure a 0,01 indique un mauvais ajustement entre les deux jeux de
données comparés.

Le modele PMG, qui contient des conformations plus compactes que le modéele RC,
dévie systématiquement de la courbe expérimentale, notamment aux grands angles (> 4
A™) comme en attestent les valeurs résiduelles (Tableau XVII et Figures 70A et 70B).
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A l'inverse et pour chacun des EDs, le modéle Random coil reproduit parfaitement la

courbe de diffusion dans toute la gamme angulaire. C'est donc ce modeéle qui a été

utilisé pour la suite de I'analyse de la déconvolution par EOM.

ED-1 ED-2 ED-3 ED'4‘
(monomere)
Modéle pré-globule fondu (PMG)
X 0,904 0,947 0,765 0,636
CorMap (p-value) 0,0002 0,000 0,008 0,004
Modeéle random-coil (RC)

X 0,616 0,632 0,663 0,597
CorMap (p-value) 0,224 0,227 0,0645 0,0618
Rflex ensemble (%) 82,71 86,17 81,18 84,02
Rflex pool (%) 84,31 85,60 84,59 83,69

Ro 0,92 2,47 0,85 1,01

Tableau XVII : Déconvolution des données de SEC-SAXS collectées pour les ectodomaines
des syndécans par EOM avec les modéles PMG et RC. Pour chaque modele, la qualité de
I'ajustement est indiquée (x° et la p-value issus du test CorMap) entre la courbe expérimentale
et la courbe théorique de I'ensemble sélectionné, soit du pool de conformeéres trés étendus
(Random-coil) ou plus compacts (pré-globule fondu). Les parametres Rflex et Ro sont issus du
modele Random coll.

Le parametre Ro permet d'évaluer la qualité de la déconvolution. Si la valeur de Rflex de
I'ensemble sélectionné est inférieure au Rflex du pool, Ro doit étre inférieur a 1 et
réciproquement, ce qui est le cas pour chacune des déconvolutions. Pour chaque
ectodomaine, le parametre Rflex, qui est directement proportionnel a l'entropie du
systeme, est trés élevé (81 — 86 %) montrant l'aspect tres flexible et I'hétérogénéité
conformationnelle de ces protéines. Il est également relativement similaire a celui du
pool initial ce qui est cohérent avec la nature tres étendue des conformations de type
random coll.
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Figure 70 : Déconvolution des données de SEC-SAXS des ectodomaines des syndécans par
EOM. A) Ajustements de la courbe de diffusion théorique pour des conformations trés étendues
(random coil, trait noir plein) et plus compactes (pré-globule fondu, trait noir en pointillé) aux
données de diffusion expérimentales (en couleur). B) Valeurs résiduelles des modeles random
coil (en couleur) et pré-globule fondu PMG (noir). Les résiduels ont été lissés pour ces deux
modeles pour plus de clarté (courbes en gras), la [égende des couleurs restant identique.

Les distributions des ensembles sélectionnés pour chacun des EDs sont décalées vers
des valeurs plus importantes que celles du poo/ (Figures 71A et 71B). Les distributions
d'ED-1 et d'ED-3 sont assez homogeénes et centrées sur des valeurs de rayon de gyration
de 56 et 70 A, respectivement, similaires a celles observées lors de I'analyse des données
de SEC-SAXS (53,3 et 65,0 A, respectivement). Les valeurs de Dmax sont environ centrées
respectivement sur 193 et 225 A, ce qui est en revanche bien inférieur aux valeurs
précédemment déduites de la fonction de distribution de paires (230 et 300 A,
respectivement). Cette différence n'est pas inattendue étant donné que si une
population de conformations possede une valeur de Dmax tres élevée mais en quantité
extrémement minoritaire, elle ne sera pas visible sur la P(r). C'est pourquoi certaines
conformations atteignent des dimensions maximales d'environ 299 et 337 A pour ED-1
et ED-3, lors de la déconvolution par EOM (Tableau XVIII).

Concernant ED-2 et la forme monomeérique d’ED-4, les distributions des parametres sont
plus complexes. La population majoritaire d'ED-2 posseéde un rayon de gyration
d’environ 45 A, proche de celui observé précédemment de 43 A, alors qu'ED-4 posséde
deux populations peu définies centrées sur environ 40 et 49 A, différentes de la valeur
précédemment observée de 42 A pour la seconde population. Les distributions du Dmax
sont centrées sur environ 157 A pour ED-2 et environ sur 146 et 201 A pour ED-4
(Tableau XVIII).
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Figure 71 : Distributions des valeurs de rayons de gyration et de Dmax des 4 EDs obtenues
par la déconvolution effectuée par EOM avec un modéle random coil. Distribution des
rayons de gyration (A) et des Dmax (B) des ensembles (courbes vertes et rouges,
respectivement) et des pools respectifs (courbe bleue pleine) pour chaque EDs. La ligne verticale
noire en pointillés indique la moyenne des valeurs de Rg et Dmax du poo!/.

Les gammes de Rg et de Dmax explorées par les conformeres présents dans les
ensembles sélectionnés par EOM sont assez étendues. Les rayons de gyration varient
d'un facteur 2,6 a 3,0 et il en est de méme pour les Dmax (de 3 a 3,6). D'une facon
générale, on peut ainsi considérer que la taille globale des conformeres des 4
ectodomaines des syndécans varie du simple au triple. Cette observation confirme d'une
part I'aspect trés flexible de ces protéines et d'autre part, elle suggere fortement que ces
protéines ont la capacité intrinséque a adopter des populations compactes ou
extrémement étendues.

Les valeurs du rayon de gyration des conformeres les plus compacts, qui sont d'environ
30 A pour ED-1, 40 A pour ED-3 et 25 A pour ED-2 et la forme monomérique d’ED-4,
restent cependant 1,3 a 2 fois plus importantes que celles calculées avec I'équation de
Flory pour des protéines globulaires ayant le méme nombre de résidus d'acides aminés
que les EDs. Aussi, les valeurs de Rg issus d'EOM des populations les plus étendues sont
nettement plus importantes que celles calculées avec cette méme équation.

174

300



ED-1 ED-2 ED-3 ED-4 (monomere)
Rayon de gyration (A)
Expéri tal
xperimenta 53,30 + 0,3 42,90 + 0,33 65,00 + 0,62 41,53 + 0,67
(£ erreur)
Distribution (EOM)
Population
.. 56 45 70 40 et 49
majoritaire
E bl
-nsemuie. 30 - 96 25 - 69 40 - 103 25 - 66
sélectionné
Moyenne
- 59,0 44,7 71,2 44,2
pondérée

Dimension maximale (A)

Expérimental

230 185 300 180
P(r)
Distribution (EOM)
Population
L. 193 157 225 146 - 201
majoritaire
Ensemble
L. i 83 -299 67 - 222 113 - 337 69 - 216
sélectionné
Moyenne
L. 191,0 145,7 227,8 142,7
pondérée

Tableau XVIII : Détails des distributions de rayon de gyration et de la taille maximale des
particules (Dmax) issues de la déconvolution par EOM avec un modéle random coil. Les
valeurs des parameétres structuraux de I'ensemble sélectionné représentent la gamme de Rg ou
de Dmax ou la fréquence d'apparition des conformations est non nulle. La moyenne des
parametres structuraux est pondérée par la fréquence d'apparition d'un conformere donné. Les
valeurs expérimentales du Rg et du Dmax sont indiquées a titre de comparaison.

A titre d'illustration, un petit nombre de conformeres représentant |'espace
conformationnel des EDs des syndécans a été modélisé par EOM. L'addition des
intensités de diffusion théoriques de 5 conformeéres pour ED-1 et ED-3, 6 pour ED-2 et 9
pour la forme monomérique d'ED-4 dans une proportion donnée reproduit ainsi les
données expérimentales (Figure 72).
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Rg (A) 55 48 58 67 67 Rg (A) 39 37 42 52 45 57
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Figure 72 : Modeles générés par EOM. Les paramétres Rg et Dmax ainsi que I'abondance
relative de chaque conformere sont indiqués.

Les résultats des expériences de SEC-SAXS indiquent que les ectodomaines des
syndécans ont des caractéristiques similaires a celles des polymeres tres étendus et la
déconvolution réalisée par EOM montre qu'ils pourraient adopter des conformations
plus compactes ou tres étendues dont la taille varie d'un facteur 3. Ces populations sont
difficilement détectables en SAXS du fait de leur faible abondance. L'objectif des
expériences suivantes a donc été de vérifier la présence de ces populations et de
déterminer approximativement |'abondance relative de chaque sous-population de
conformations. Des expériences de spectrométrie de masse (ESI-MS) en conditions
natives ont été réalisées dans ce but. Comme rappelé précédemment, le terme de
condjtions natives regroupe des conditions dans lesquelles les protéines ne se
fragmentent pas et conservent leur structure intacte ainsi que leurs interactions non
covalentes (on parle d'ionisation douce). Il est également nécessaire que le tampon ne
dénature par la protéine et soit volatil (Santambrogio et al,, 2078).
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Dans ces expériences, le tampon HBS a été échangé contre une solution d'acétate
d'ammonium 50 mM pH 7,4 par chromatographie d'exclusion stérique puis les protéines
ont été transférées en phase gazeuse par électronébulisation. Leur degré d'ionisation est
directement relié a leur structure tridimensionnelle, notamment leur surface, et n'est pas
dépendant de la nature des résidus d'acides aminés exposés a leur surface (Kaltashov &
Mohimen, 2005). Pour les protéines intrinsequement non structurées, une conformation
étendue acquerra donc davantage de charges qu'une conformation plus compacte
(Figure 73).

Degré d’ionisation

—————————
Degré de compaction

Figure 73 : Principe de I'utilisation de I'ESI-MS dans le cadre d'une protéine désordonnée.
Le degré d'ionisation est inversement proportionnel au degré de compaction de la protéine
étudiée ce qui permet de discriminer d'éventuelles sous-populations de conformations.

Le résultat de ces expériences est représenté sous forme d’'une distribution des états de
charge (CSD) c’est-a-dire un graphique représentant l'intensité de chaque ion détecté en
fonction de son rapport masse sur charge (m/2). Une distribution unimodale est
observée pour une protéine globulaire étant donné que I'ensemble des conformations
gu'elle peut adopter est restreint. En revanche, I'hétérogénéité de cette distribution
augmente avec la présence de désordre intrinseque, menant a des distributions bi- ou
multimodales. L'analyse du CSD permet ainsi de détecter la présence de sous-
populations de conformations qui different par leur état de compaction (7esta et al,
20117, Testa et al., 2013, Schramm et al., 2079).
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Une distribution multimodale a systématiquement été détectée pour chacun des 4
ectodomaines des syndécans ce qui est cohérent avec leur enrichissement en désordre
intrinseque (Figure 74A). Trois populations d’abondances relatives différentes ont été
détectées sur la distribution des états de charge suggérant que les ectodomaines des
syndécans peuvent adopter des conformations préférentielles. Une population d'ions
tres chargés, reflétant des conformations étendues, est majoritaire pour ED-1 (centrée
sur 31+), ED-2 (centrée sur 18+) et la forme monomérique d'ED-4 (centrée sur 19+). Les
conformations les plus étendues pour ED-3 (centrées sur 40+) ne sont en revanche pas
les plus abondantes. Une faible abondance d'ions peu chargés a également été détectée,
reflétant des conformations compactes, centrée sur 11+ pour ED-1 et 7+ pour ED-2.
Concernant ED-4, une plus large gamme de faibles états de charge s'étale de 7+ a
environ 11+. ED-3 possede en revanche la proportion de conformations compactes la
plus élevée, centrée sur 15+ (Figure 74A). Une troisieme population possédant des états
d'ionisation intermédiaires a été observée. Cette population d'abondance moyenne est
centrée a 13+ pour ED-1 et est majoritaire pour ED-3, centrée sur 27+. ED-2 et la forme
monomérique d’'ED-4 partagent une population intermédiaire d'intensité moyenne aux
alentours de 13+.

Ces différentes populations ont été quantifiées par déconvolution des CSDs. Elle a été
réalisée en représentant l'intensité normalisée en fonction du nombre de charges
(Figure 74B). Sous chaque population, une courbe Gaussienne a été ajustée et son aire a
été calculée. Le rapport de l'aire d'une population par l'aire totale de I'ensemble des
populations donne ainsi une estimation des proportions relatives de chaque population
(voir section Matériel & Méthodes). Les conformations les plus étendues sont les plus
abondantes pour ED-1 (= 86 %), ED-2 (= 70 %) et ED-4 (= 85 %). En revanche, cette
population ne représente qu’environ 21 % pour ED-3, dont le CSD est dominé par une
population intermédiaire représentant environ 62 % des conformations totales. Les
populations les plus compactes sont en revanche minoritaires pour ED-1 et ED-2 (2 — 4
%), et 1égérement plus importante pour ED-4 (= 8 %). Une proportion plus importante
de conformations compactes est en revanche détectée pour ED-3 (= 14 %).
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Figure 74 : Analyses des ectodomaines des syndécans par ESI-MS en conditions natives. A)
Distribution des états de charge (CSD) des 4 EDs. Les populations sont colorées en bleu
(conformations étendues), vert (conformations intermédiaires) et orange (conformations
compactes). Les états de charge sur lesquels sont centrées ces populations sont indiqués. B)
Déconvolution des CSDs. Les proportions (%) de chaque population colorées comme en A) sont
indiquées.

Pour ED-4, le CSD est peuplé de pics intermédiaires intenses et le calcul de leur charge a
partir de la masse de la protéine et du rapport m/z mene a des espéces possédant des
demi-charges. Cette observation trahit la présence de dimere, ce qui est attendu pour
ED-4. Des pics intermédiaires de faible intensité sont également détectés pour ED-3 et le
dimere possede entre 33 et 73 charges. L'état de charge 45+ possede l'intensité la plus
élevé et correspond a environ 10 % de l'intensité de I'état de charge 27+ du monomere.
Une observation similaire est réalisée pour ED-1, mais l'intensité des pics intermédiaires
s'étendant de 29+ a environ 49+ est tres faible, ou I'état de charge 45+ ne représente
que 3 % de l'intensité de I'état de charge 31+ de la forme monomérique.

A partir des états de charges détectés ainsi que de leur intensité, il est possible d'estimer
la surface accessible au solvant (SASA) des ectodomaines des syndécans. Cette surface,
exprimée en A?, est directement proportionnelle a la charge moyenne acquise durant le
processus d'ionisation (z,,). La valeur de SASA peut étre déduite de la totalité de la
distribution des états de charge afin d'obtenir une valeur moyenne (SASA,,) (L/ et al,
2015).
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Il est également possible de calculer la charge moyenne acquise par les conformations
les plus étendues ou les plus compactes afin de déterminer leur valeur de SASA (SASAex
et SASA, respectivement) (7esta et al, 2071, Kaltashov & Mohimen, 2007). Afin de
comparer les ectodomaines des syndécans entre eux, la valeur moyenne de SASA a été
normalisée par leur masse moléculaire respective (Tableau XIX).

ED-4
ED-1 ED-2 ED-3 .
(monomere)
Charge moyenne
(2) 29,62+ 16,93+ 28,68+ 18,57+
zav
SASA moyenne
(A% 29 653,0 16 074,2 28 624,4 17 780,2
SASA normalisé
) 1,10 0,94 0,74 1,00
(A*/Da)

Tableau XIX: Valeur moyenne de la surface accessible au solvant (SASA,,) des
ectodomaines des syndécans. Les valeurs de SASA,, ont été normalisées par la masse
moléculaire (en Da) des protéines. Les valeurs ont été calculées a partir de I'équation déterminée
par L/ et al, (2015).

La charge moyenne acquise par ED-2 (16,93+) est similaire a cell